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略号・記号 
 
 
1) 抗菌剤 
Ap  ampicillin 
Cm  chloramphenicol 
Gm  gentamicin 
Km  kanamycin 
NA  nalidixic acid 
So  spectinomycin 
Tc  tetracycline 
 
2) 試薬 
ATP  adenosine-5’-triphosphate 
APS  ammonium persulfate 
BCIP  5- bromo-4-chloro-3-indolylphosphate 
Bis  N,N’-methylene-bisacrylamide 
CBB  coomassie brilliant blue 
CIAA  chloroform / isoamylalcohol 
DMF  dimethylformamide 
DOC  deoxycholic acid 
dNTP  deoxyribonucleotide triphosphate 
EDTA  ethylene diamine tetraacetic acid 
HEPES  [4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl]ethanesulfonic acid 
NBT  nitro blue tetrazolium 
PEG  polyethyleneglycol 
RNase  ribonuclease 
SDS  sodium dodecyl sulfate 
TAE  Tris-acetate-EDTA 
TCA  trichloroacetic acid 
TE  Tris-HCl-EDTA 
TEMED  N,N,N’,N’-tetramethylethylenediamine 
Tris  Tris(hydroxymethyl)aminomethane 
β-ME  β-mercaptoethanol 
 
3) 培地 
DMEM  Dulbecco’s modified Eagle’s medium 
L-agar  Luria agar 
L-broth  Luria broth 
N-mm  N-minimal medium 
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4) 菌種 
E.coli   Escherichia coli 
EHEC   enterohemorrhagic Escherichia coli 
serovar Typhimurium Salmonella enterica serovar Typhimurium 
 
5) その他 
aa  amino acid 
bp  base pairs 
CFU  colony forming unit 
Da  dalton 
DDW  deionized distilled water (MilliQ) 
DNA  deoxyribonucleic acid 
f.c.  final concentration 
hr  hour 
min  minute 
LEE  locus of enterocyte effacement 
LMW  low molecular weight 
LPS  lipopolysaccharide 
moi  multiplicity of infection 
Mw  molecular weight 
OD  optical density 
ORF  open reading frame 
o/n  over night 
PAGE  polyacrylamide gel electrophoresis 
PCR  polymerase chain reaction 
PVDF  polyvinylidene difluoride 
RNA  ribonucleic acid 
rpm  revolutions per minute 
r.t.  room temperature 
SDW  sterilized distilled water 
SPI  Salmonella pathogenicity island 
T3SS  type three secretion system 
UV  ultraviolet 
wt  wild-type 
 
一般的な試薬については適宜分子式を用いて示した。 
核酸塩基については一文字表記による略号を用いた。 
アミノ酸については一文字表記または三文字表記を用いた。 
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序論 
 
 
 Membrane vesicle (MV)は全てのグラム陰性細菌の細胞表面から放出される構造体である（Fig. i）。
脂質二重膜からなる直径 20-200 nmの小胞様の構造で、リン脂質、リポ多糖類、外膜局在タンパクな
どの外膜構成要素を含んでいる。小胞の中には主としてペリプラズム局在タンパクが包み込まれてい
る【Kuehn and Kesty, 2005; Mashburn-Warren and Whiteley, 2006】。MVの形成機構は充分には明ら
かにされていないが、生菌の外膜が隆起し、ペリプラズムを包み込んで、菌体から切り離されること
で形成されると考えられている【Kuehn and Kesty, 2005】。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 近年、MVは細菌の新たなタンパク分泌装置としての役割、特に病原細菌における病原因子の宿主へ
の輸送システムとしての可能性が注目されている【Horstman and Kuehn, 2000; Fiocca et al., 1999】。 
 MV形成は溶菌や細胞死の結果ではなく、生きた細菌が行う生理活動である【Kuehn and Kesty, 2005; 
Zhou et al., 1998】。しかし、MV形成の制御機構については未だ充分には解明されていない。これまで
のところ、Escherichia coliの無作為な変異によるスクリーニングで、変異時に MV形成が増加又は減
少する遺伝子が複数特定されている【McBroom et al., 2006】。そのうち MV形成を増加させる遺伝子
としては、エンベロープストレスの解消に関与する物が多く、人為的エンベロープストレスによって
MV形成が増加することから、MV形成はエンベロープストレスを解消する為に促進されることが示唆
されている【McBroom and Kuehn, 2007】。又、Pseudomonas aeruginosaにおいては、quorum seinsing
のシグナル分子である pqs が、外膜上のリポ多糖類に作用することで、菌体の外側から MV 形成を促
進することが示唆されている【Tashiro et al., 2009】。さらに近年、Salmonella entericaにおける研究
では、菌体の生育と細胞分裂の過程で、MVが形成されることが示唆されている。これはエンベロープ
上の複数のタンパクが、生育又は分裂の際に局所的に減少することで MV 形成の脱抑制が起こること
によると考えられている【Deatherage et al., 2009】。 
 本研究では Salmonella enterica serovar Typhimurium（以下 serovar Typhimurium）の病原性発現制
御機構に関する研究過程で、Salmonellaの外膜タンパク PagCが MV形成に重要な役割を果たすこと
を見出した。 
サルモネラ属細菌はヒトに軽微な腸炎から重篤な全身感染まで幅広い病気を起こすグラム陰性細菌
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Fig. i
(A) Transmission electron microscopy of MV producing Salmonella enterica serovar Typhimurium. (→：membrane vesicle)
(B) Scheme of membrane vesicle blebbing
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である。Salmonella enterica serovar Typhiはヒトのみに感染し、重篤な全身性の症状であるチフス症
を引き起こす。一方、S. enterica serovar Typhimuriumはヒトには急性腸炎を引き起こし、マウスに感
染するとチフス症に良く似た全身感染症を起こすことから、serovar Typhimurium感染マウスはチフス
症研究の為の病態モデルとして用いられている。 
サルモネラはマクロファージ等の貪食細胞中で生存増殖出来る、細胞内寄生性細菌である。経口で
宿主細胞に感染すると小腸パイエル板の M細胞（microfold cell）に侵入し、IL-8などの炎症性サイト
カインの産生を誘発して炎症を惹き起こす。その後、M 細胞直下のマクロファージに貪食されるが、
殺菌機構を回避して生存・増殖し、更に全身へと移行して全身感染症を引き起こす。サルモネラの病
原性発現には、組織からの侵入とマクロファージ内での増殖が必須である。病原性発現に関与する遺
伝子の多くは、Salmonella pathogenicity islands (SPIs)にコードされており、現在までに少なくとも
10種の SPIが存在することが報告されている【Marcus et al., 2000; Hensel, 2004】。その中でも特に
SPI1と SPI2が病原性発現に重要である。SPI1及び SPI2には病原因子を宿主へ輸送する Type III分
泌装置（Type three secretion system: T3SS）がコードされているが、その発現制御や機能は全く異な
っている。SPI1は感染初期に発現し、小腸上皮細胞への侵入【Zhou and Galan, 2001; Lostroh and Lee, 
2001】、IL-8産生誘発による炎症の惹起【Galan and Zhou, 2000】などの機能を発揮する。一方 SPI2
は感染後数時間で発現が上昇し、マクロファージ内での生存・増殖に必須である【Waterman and 
Holden, 2003】。 
 サルモネラはマクロファージに貪食された後、マクロファージ内生存に必要な様々なタンパクの合
成を開始する。これらは MIPs（macrophage induced proteins）と呼ばれる。MIPsの中にはストレス
タンパクが含まれている【Buchmeier and Heffron, 1990】。ストレスタンパクはマクロファージ内環境
下で生じる変性タンパクの再生・除去を行うことで細胞内恒常性の維持に関わっていると考えられる。
又、サルモネラの病原性は、主にマクロファージ内での殺菌機構の回避と、マクロファージ内増殖能
にあると考えられており、MIPsが病原因子として働く可能性を考えることが出来る。我々はこれまで
に、ストレスタンパクがサルモネラの病原性発現に重要な役割を果たしていることを報告してきた
【Yamamoto et al., 2001; Takaya et al., 2003; Takaya et al., 2004】。 
当研究室では、ストレスタンパクの一つ、ATP依存型プロテアーゼ ClpXPが serovar Typhimurium
のマウスに対する病原性に必須であることを見出している【Yamamoto et al., 2001】。ATP依存型プロ
テオリシスは転写制御因子などの生理活性を有するタンパクの細胞内量を調節し、細胞の機能を制御
する【Gottesman, 2003; Maurizi, 1992】。ClpXPは AAA+（ATPase associated with diverse cellular 
activities）プロテアーゼファミリーに属す。AAA+プロテアーゼは ATPに結合し、その加水分解に関与
するWalkerモチーフを有することによって特徴付けられる。ClpXPは ATPase活性を持つ ClpX６量
体とペプチダーゼドメイン ClpP７量体から構成されている。ClpXが ATP加水分解エネルギーを利用
して基質タンパクを解きほぐし、ClpPが解きほぐされたタンパクを分解する【Ortega et al., 2000】。
又、ClpXP によるタンパク分解においては、ClpX が基質の特異性を決定している。ClpX は多くの場
合、基質ペプチドの N末端または C末端の配列を認識する【Gonciarz-Swiatek et al., 1999; Levchenko 
et al., 1995; Neher et al., 2003; Gottesman et al., 1998】。又 SsrAタグによって標識されたペプチドは
ClpXが特異的に認識する基質の一つである。SsrAタグはリボソーム上で合成が途中で止まったペプチ
ドの C末端に付与されるが、ClpXPはこれを分解することで不完全に合成されたタンパクのアミノ酸
を再利用可能にする【Gottesman et al., 1998】。 
我々は ClpXP欠損株ではマウスに対する病原性が低下し、その原因の一つには ClpXP欠損株ではマ
クロファージ内増殖能が低下することを明らかにしている【Yamamoto et al., 2001】。ClpXPはプロテ
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アーゼであるので、マクロファージ内増殖に必須なタンパクの細胞内量調節に ClpXPが関与している
可能性を考えた。 
本研究では、マクロファージ様環境における ClpXP欠損株の性状解析を行い、ClpXP欠損により特
に量に変化が見られたタンパクについて同定を行った。その結果、ClpXP 欠損株では外膜タンパク
PagCが顕著に増加していることが明らかとなった。PagCは外膜タンパクでありながら、菌体表層か
ら分離しており、特有の分泌機構が存在する可能性が考えられた。MVは外膜構成タンパクを有し、菌
体外へ放出される構造体であるので、PagC と MV の関連について検討を行い、PagC が serovar 
Typhimurium の MV 形成に重要な役割を果たしていることを見出した。この事実に基づき、第一章で
は、Salmonella MVの形成制御機構と病原性関連機能の解明に取り組んだ。さらに第二章では、MVが
細菌毒素の分泌・輸送装置として働く可能性を enterohemorragic Escherichia coli（EHEC）を用いて
検討した。第三章では EHEC ClpXP欠損株の分泌タンパクについて検討する過程で、ClpXPがべん毛
産生を制御している可能性を見出し、その機構の詳細を、EHEC 特有のべん毛産生制御機構として知
られる GrlR-GrlAとの関連を含め検討を行った。 
第一章 Salmonella enterica serovar Typhimuriumの MV形成に関する研究             
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本論 
 
第一章 Salmonella enterica serovar Typhimuriumの MV形成に関する研究 
 
 はじめに 
 Salmonella enterica serovar Typhimurium（以下 serovar Typhimurium）はマクロファージなど貪食
細胞内で増殖する細胞内寄生性細菌である。serovar Typhimuriumはまず、食物や水と共に経口的に摂
取される。腸管粘膜に到達すると、パイエル板の腸管腔側に存在する M細胞に付着・侵入する【Jones 
et al., 1994】。小腸上皮を通過した後は、直下のマクロファージに貪食される。貪食された serovar 
Typhimurium はその致死的な環境に対抗するために、新しいゲノム活動を開始し、マクロファージに
よる殺菌機構を逃れ、生存・増殖する。このマクロファージ内増殖性が serovar Typhimuriumの病原性
発現において、最も重要な性質である。 
 当研究室では serovar Typhimurium がマクロファージに貪食された際、ATP 依存型プロテアーゼ
ClpXPの発現が上昇することを報告している。又、ClpXP欠損株は、野生株に比べ LD50が増加するこ
と、マクロファージ類似細胞 RAW264.7細胞に感染させた時、野生株に比べマクロファージ内増殖能
が減少することを明らかにしている【Yamamoto et al., 2001】。ClpXPはプロテアーゼであるので、マ
クロファージ内増殖に必須なタンパクの細胞内量の調節に関与している可能性が考えられる。 
serovar Typhimurium の細胞内増殖には、SPI2 をはじめとしたマクロファージファゴソーム内で発
現が増加する多数の因子が関与する。そこで、マクロファージファゴソ－ム内環境様の低 pH、貧栄養
の培地で生育した ClpXP欠損株の性状解析を行った。SPI2タンパクの多くは分泌され、細菌表層に局
在することから、細胞表層タンパクを分離して検討した。 
 
第一節 ClpXP欠損株の細胞表層タンパク 
第一項 細胞表層タンパクの分離と同定 
 
 マクロファージファゴソーム内環境での ClpXP 欠損株の細胞表層タンパクについて検討する為、in 
vitroでのマクロファージファゴソーム内様環境の培地として N-minimal medium (pH 5.0)を用いた。方
法の項 16)に基づいて、細胞表層タンパクを激しい攪拌によって引き剥がすことで分離し、野生株と
ClpXP欠損株でタンパクを比較した。（Fig.1-1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
97.4
66.2
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31.0
21.5
14.4
(kDa)
∆flhD
SseD
PagC
flhD+
clpXP + +∆ ∆
flagella
PagL
Fig. 1-1
Accumulation of PagC by ClpXP depletion in the 
fraction detached from Salmonella cell surface. 
Bacterial cells of Salmonella strains χ3306 (clpXP +
flhD +), CS2007 (∆clpXP flhD +), CS2609 (clpXP +
∆flhD), and CS2610 (∆clpXP ∆flhD) were grown in 
N-minimal medium. Proteins in the fraction 
detached from the bacterial cel surfaces by 
mechanical shearing were separated on an SDS-
polyacrylamide gel, followed by staining with 
Coomassie blue. Protein bands indicated with 
arrowheads were excised, analyzed by mass 
spectrometry, and specified as SseD, PagL and PagC.
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 その結果、ClpXP欠損株では複数のタンパクの増加及び減少が観察された。およそ 50 kDaのタンパ
クで顕著な増加が見られた。これまでに我々は serovar Typhimuriumの ClpXP欠損株でべん毛産生が
増加することを報告しており【Tomoyasu et al., 2002】、このタンパクはべん毛関連タンパクであると
考えた。そこで、べん毛産生を行わない flhD欠損株を用いて同様の検討をしたところ、このタンパク
の増加は消失した。従って、このタンパクはべん毛関連タンパクであると結論付けた。 
その他に ClpXP欠損株で野生株から特に大きく量が変化したバンドについて、N末アミノ酸配列決
定を行い、2種のタンパクを同定した。ClpXP欠損株で減少した約 25 kDaのタンパクは SPI2 T3SS
のトランスポアーSseDであった。しかしながら、SseDは flhD欠損株では差がほとんど見られなくな
った。このことから、SseDはべん毛関連タンパクを経由して制御されており、ClpXPによる直接の制
御を受けてはいないと考えられた。 
 一方 N 末アミノ酸配列決定により同定された、他の約 20 kDa のタンパクは配列から膜局在タンパ
クであることが示唆されている PagC【Heffernan et al., 1992】であった。N末アミノ酸配列決定の結
果から、N末 14残基を失っており、TypeII分泌装置の SecYFGによって内膜を透過し、その際 N末
のシグナル配列が切断されたことが示唆される。 
 又、pagCの転写は PhoPQ二成分制御系によって正に制御されている【Miller et al., 1989】。PhoPQ
二成分制御系はマクロファージ内の低 pH及び低 Mgイオン濃度を感知し、下流の遺伝子の転写を制御
している為、PagC はマクロファージ内で発現が上昇すると考えられる。そこで、PagC 量の増加が
serovar Typhimurium ClpXP欠損株の病原性低下に関与している可能性について検討を行った。 
 
第二項 PagCの病原性への関与の検討 
PagC がマウスに対する病原性に関与する可能性について検討する為、PagC 欠損株及び ClpXP 
PagC 二重欠損株を構築し、マウスに経口及び腹腔投与時の LD50を算出したところ、以下の表に示す
ような値となった。 
strain 
LD50 (CFU) 
oral i.p. 
wild-type 3x105 <50 
∆clpXP >1010 4.9x104 
∆pagC 9x104 <50 
∆clpXP∆pagC >1010 3.1x103 
LD50の値から、野生株に対し ClpXP欠損株では病原性が低下しているが、ClpXP PagC二重欠損株
では低下した病原性が一部回復することが明らかとなった。 
又、野生株、ClpXP欠損株、PagC 欠損株及び ClpXP PagC 二重欠損株のマクロファージ内増殖能
を検討した。マクロファージ様細胞 RAW264.7に各欠損株を MOI 10になるように感染させ、遠心後
30 分で細胞に侵入しなかった菌を洗浄、Gm により殺菌し、その後経時的にサンプリングして Triton 
X-100により細胞を溶解し、NA含有 L-agarに塗布し、生菌数をカウントした（Fig.1-2）。 
その結果、ClpXP欠損株の生菌数が感染後 24及び 48時間で野生株の約 1/10に減少し、細胞内増殖
性の低下が見られた。又、ClpXP PagC二重欠損株では ClpXP欠損株の増殖能の低下が、野生株レベ
ルにまで回復した。このことから、ClpXP 欠損株のマクロファージ内増殖能の低下には PagC の増加
が関与していることが示唆された。 
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第三項 PagC過剰産生株の細胞内増殖能の検討 
 前項の結果から、ClpXP 欠損株のマクロファージ内増殖能の低下は PagC の増加が一因であると考
えられる。そこで外来性プロモーターにより PagC を過剰に産生できる株を用いて、PagC 増加が
serovar Typhimurium細胞内増殖に及ぼす影響について検討した。シグナル配列を含む pagC ORF全長
を IPTG誘導可能なプロモーター（PA1lacO-1）を有する pUHE21-2∆fd12へクローニングし pTKY698と
した。pTKY698及び pUHE21-2∆fd12 (vector control)をχ3306へ導入し、感染実験に用いた。各菌株
を RAW264.7細胞に MOI 10になるように感染させ、感染後 30分で侵入していない菌を洗浄し、1mM 
IPTG 及び Gm 含有の DMEM に置換することにより、PagC を過剰発現させると共に、細胞外の菌を
殺した。その後、各時間で Triton X-100により細胞を溶解し、細胞内の菌を NA含有 L-agarに塗布し、
生菌数をカウントした（Fig.1-3）。 
 その結果、非誘導時及びベクターのみを導入した株を感染させ、IPTGで誘導した際には、生菌数に
大きな違いは認められなかった。一方、PagCを IPTGで誘導すると、非誘導時及びベクターのみを導
入した株と比べて生菌数が約 1/10に減少し、マクロファージ内増殖能が顕著に低下した。このことか
ら、野生株であっても PagC 過剰産生下では、マクロファージ内増殖能の低下をもたらすことが明ら
かとなった。 
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Fig. 1-3
Effect of PagC overexpression on the 
intracellular growth of Salmonella 
enterica serovar Typhimurium in 
RAW264.7 cells. The ability of 
strains CS2992 (wt/ppagC) and 
CS3012 (wt/vector) to grow in 
cultured RAW264.7 cells were 
examined as described in Material 
and Methods. ppagC, pTKY698; 
vector, pUHE21-2∆fd12.
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Fig. 1-2
Effect of PagC disruption on the intracellular growth of Salmonella 
enterica serovar Typhimurium in RAW264.7 cells. The ability of strains 
χ3306 (WT), CS2007 (∆clpXP), CS2984 (∆pagC), and CS2998 
(∆clpXP∆pagC) to grow in cultured RAW264.7 cells were examined as 
described in Material and Methods. 
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第四項 ClpXPによる PagC量の制御 
 
 第一節第一項で ClpXP欠損株では細胞表層の PagCが増加した。そこで、PagCは ClpXPによって
どのように制御されているのか検討を行った。 
 pagCはマクロファージ内環境を感知する PhoPQ二成分制御系で転写が正に制御されている【Miller 
et al., 1989】。 
ClpXP欠損株に PhoP欠損を導入した二重欠損株の PagC 細胞内量を抗 PagC 血清を用いたイムノ
ブロットにより検討した（Fig.1-4 (A),(B)）。その結果、PhoP欠損株及び ClpXP PhoP二重欠損株では
PagC細胞内量が著しく減少していることが明らかとなった。このことから、PhoPによる pagC遺伝
子の発現制御は ClpXP欠損による PagCの増加には必須であることが明らかになった。 
 又、RpoS はマクロファージ内などで特異的に機能するσ因子である【Lange and Hengge-Aronis, 
1991】。ClpXPはこの RpoSを分解することから【Schweder et al., 1996】、ClpXP欠損株では RpoS
の蓄積が生じている。蓄積した RpoSが PagCの産生量に影響を与えている可能性を考え、RpoS欠損
を導入した株の PagC細胞内量を検討した（Fig.1-4 (A), (B))。 
RpoS欠損株においては、野性株に比べて PagCの細胞内量が減少したことから、RpoSが PagCの
産生量を制御することが明らかとなった。又、ClpXP RpoS二重欠損では ClpXP欠損によって PagC
が増加する効果が消失した。このことから、ClpXPは RpoSの分解を介して、PagCの細胞内量を制御
していることが示唆された。 
 RpoS はσ因子であるので、RpoS が pagC の転写活性を直接制御する可能性を考え検討を行った。
pagCプロモーター領域-738から+115の 853 bpを PCRによって増幅し、pCB182の lacZ上流に組み
込みんだプラスミド pTKY620 を作成した。pTKY620 を各株に導入し、そのβ-ガラクトシダーゼ活性
を測定した（Fig. 1-4 (C)）。 
 その結果、RpoS 欠損株では、pagC プロモーターの転写活性が野生株と同程度であった。さらに
ClpXP RpoS二重欠損株についても同様であった。このことから、pagCに対する RpoSの作用は直接
的な転写の制御ではなく、転写後の制御であることが示唆された。 
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Fig. 1-4
Cellular contents of PagC and expression of the pagC
promoter in Salmonella strains χ3306 (clpXP + phoP +
rpoS +), CS2007 (∆clpXP phoP + rpoS +), CS2011 (clpXP +
∆phoP rpoS +), CS4045 (clpXP + phoP + ∆rpoS), CS2831 
(∆clpXP ∆phoP rpoS +), and CS2832 (∆clpXP phoP +
∆rpoS). (A) Immunoblotting of whole-cell lysates using 
anti-PagC antibody. Bacterial cells were grown in N-
minimal medium. (B) Coomassie blue-stained SDS-
PAGE patterns of the same samples used for 
immunoblotting. (C) Expression of the pagC promoter 
from transcriptional pagC-lacZ fusion in bacterial 
strains with different backgrounds, as in panel A. The 
plasmid containing the pagC-lacZ fusion, pTKY620, was 
introduced into the same Salmonella strains as used in 
panel A. The resultant transformants were cultured in 
N-minimal medium. The β-galactosidase activity was 
assayed. The values represent the means and standard 
deviations of samples tested in triplicate.
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 RpoSによる PagC転写後制御の可能性が示唆された為、RpoSが PagCの細胞内安定性に与える影
響について検討した。野生株及び RpoS 欠損株に外来性プロモーターを用いて PagC を発現させ、そ
の半減期を pulse-chase によって求めた。PagC は TypeII 型分泌装置で外膜へ輸送される膜タンパク
であり、輸送の過程で PagC前駆体の N末 14残基が切断され成熟体 PagCになる。本実験では前駆体
（p）、成熟体（m）を同時に PagC抗体で免沈し検出した（Fig.1-5 (A),(B)）。 
 
 その結果、RpoS欠損株の PagC前駆体の半減期は 0.94 minであり、野生株の半減期の 2.72 minよ
り減少した。又、成熟体 PagC は測定に用いたサンプリング時間では両株共に常に同程度で変化しな
かった。 
 PagC前駆体の減衰曲線は二相性を示す。これは PagC前駆体の細胞内安定性と PagC前駆体が外膜
へ輸送される速度の二つの要因によってPagC前駆体量が決まっているからだと考えることが出来る。
上記の実験では、PagC 前駆体の細胞内安定性と細胞質からの輸送の両方を同時に検討している為、
RpoS欠損によって PagCの輸送速度が増加することで、PagC前駆体の半減期が減少する可能性が考
えられる。そこで、極めて短期間で PagC 前駆体及び成熟体の量を計測し、前駆体の減少量と成熟体
の増加量を検出し、PagC前駆体の外膜への輸送速度を検討した（Fig.1-5(C)）。その結果、PagCの輸
送速度には野生株と RpoS欠損株で大きな違いはなかった。 
 以上の結果より、RpoSによる PagC転写後制御は、RpoSの PagC細胞内安定性の制御であること
が明らかになった。 
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Fig. 1-5
Pulse-chase analysis of precursor (p) and 
matured form (m) of PagC in the presence or 
absence of RpoS. (A) Bacterial cells of 
Salmonella strains CS3003 (rpoS +/ppagC) and 
CS3004 (ΔrpoS/ppagC) were grown to 
exponential phase, followed by the induction of 
pagC expression with 100 μM IPTG for 5 min. 
Cells were pulse-labeled with [35S]-methionine 
and cysteine for 1 min at 37°C and chased 
with unlabelled methionine and cysteine for 
0.5, 1, 2, 5, or 10 min. Samples were taken at 
the indicated times, followed by 
immunoprecipitation of PagC. A portion of 
each sample was analyzed by 12% SDS-PAGE 
and the radioactivity incorporated into PagC 
was analyzed using a Molecular Imager FX. 
ppagC; pTKY698. (B) The precipitated proteins 
shown in panel A were quantified relative to 
the value at 0 min. Mean values from at least 
3 independent experiments are given. (C) Cells 
of strains used in panel A were pulse-labeled 
with [35S]-methionine and cysteine for 20 sec 
at 37°C after induction of pagC expression 
and chased for 10, 20, 30, 45 or 60 sec. 
Samples were analyzed as in (A).
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第二節 ClpXP欠損株の MV 
第一項 ClpXP欠損株の MV量の定量 
 
 第一節第一項の中で細胞表層タンパクを調製した際、PagCは外膜タンパクであるにも関わらず、強
く攪拌することで容易に菌体外に検出された。外膜タンパクが菌体外に検出される可能性としては、
溶菌の結果である可能性、PagCが単独で外膜から離脱する可能性、外膜タンパクを放出する未知の機
構が存在する可能性などが考えられる。MVは外膜構成タンパクを有し、菌体外へ放出される構造体で
あるので、PagCが MVの構成要素である可能性を考え検討を行った。 
 PagC が MV の構成要素であるか検討する為、N-minimal medium (pH 5.0)を用いて ClpXP+株
（CS2609）及び ClpXP欠損株（CS2610）を一晩振とう培養した同容量の培養上清から、超遠心によ
って MVを他の分泌タンパクと分離し、さらにゲルろ過クロマトグラフィによって精製した（Fig.1-6）。
ゲルろ過クロマトグラフィでのピークフラクションを電子顕微鏡を用いて観察すると、小胞様の構造
が多く見られ、このフラクションに MVが分離されていることが確認できた。又、MVの主要な構成タ
ンパクである OmpAのイムノブロットを行った結果、このピークのみに MVが分離されていることが
確認できた。 
 PagC抗体を用いたイムノブロットを行ったところ、MVを含むピークに PagCが局在していること
が明らかになった。このことから PagCは MVを構成しているタンパクであることが示唆される。 
 又、ゲルろ過クロマトグラフィの peak fractionの積分値が、野生株の 0.34 mAU*mLから ClpXP欠
損株では 4.81 mAU*mLと約 9倍に増加した。又、MVピークのタンパクサンプル内のOmpA及び PagC
をイムノブロットで検討すると、ClpXP欠損株では共に増加していた（Fig. 1-6 (C) ,(D)）。これらのこ
とから、ClpXP欠損株は ClpXP+株に比べ MVの産生量が増加していることが明らかとなった。 
 以上の結果から、ClpXP欠損株では MV形成が増加したことにより、PagCの分泌量が増加したと考
えることが出来る。同時にこの結果は、PagCの産生増加が MV形成を促進する可能性を示唆している。 
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Fig. 1-6
Elution pattern of size exclusion chromatography and protein 
profiles of MV preparations from Salmonella strains CS2609 
(clpXP +) and CS2610 (∆clpXP). Both strains have the flhD::Tn10
mutation expressing no flagella in the genetic background. Cells
were grown in N-minimal medium and the MV preparations were 
isolated and subjected to gel chromatography using Superose 12. 
The elution patterns of the chromatography are shown in panel A.
Peak a, strain CS2610 (∆clpXP); peak b, strain CS2609 (clpXP +). 
The inset is an electron micrograph showing macromolecules of 
the highest peak. Bar, 100nm. (B) The fractions were subjected to 
SDS-PAGE, followed by immunoblotting. (C and D) A protion of 
the biggest peak of each chromatography was subjected to SDS-
PAGE, followed by immunoblotting (C) and silver staining (D).
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第二項 ClpXP欠損株の膜ストレス及び、外膜安定性の検討 
 
 これまでに、MV形成がミスフォールドタンパクを菌体外へ素早く排出する為に、エンベロープスト
レス応答によって促進される可能性が示唆されている【McBroom and Kuehn, 2007】。ClpXP欠損株で
は外膜タンパク PagCが増加するので、PagCがミスフォールドし、エンベロープストレスを惹起して
いる可能性がある。仮にそうであるならば、エンベロープストレス特異的σ因子である RpoE の細胞
内量が増加するはずである。そこで、RpoE細胞内量を抗RpoE抗体を用いて検討した（Fig.1-7 (A),(B)）。 
 その結果、ClpXP欠損株の RpoE細胞内量は ClpXP+株と同程度であり、エンベロープストレスが誘
導されていないことが明らかとなった。従って、ClpXP 欠損株で増加した PagC はミスフォールドし
ていないことが示唆される。さらにこのことは、正常な PagC がエンベロープストレス非依存的に、
MV形成を促進する機能を有している可能性を示唆する。 
 又、MV 形成が外膜不安定化の結果として形成される可能性が示唆されている【Pucciarelli et al., 
2002】。そこで、ClpXP欠損株で外膜が不安定化するか否かを検討する為、培養上清中のペリプラズム
局在タンパク HtrAを抗 HtrA抗体を用いたイムノブロットによって検出した（Fig.1-7 (C),(D)）。 
 その結果、培養上清中にHtrAは漏出しておらず、外膜の不安定化が起こっていないことが示された。
このことから、ClpXP欠損株におけるMV形成増加は外膜が不安定化した結果ではないと結論できる。 
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Fig. 1-7
(A and B) Effect of clpXP depletion on cellular levels of 
RpoE: envelope stress-specific sigma factor.  
Salmonella strains CS2609 (clpXP +) and CS2610 
(∆clpXP) were grown to OD600 of 0.5 at 37°C in N-
minimal medium. (A) Immunoblotting of whole-cell 
lysates using anti-RpoE antibody. (B) Coomassie blue-
stained SDS-PAGE patterns of the same samples used 
for immunoblotting.
(C and D) The detection of periplasmic protein, HtrA, 
in culture supernatants for outer membrane 
instabilization by ClpXP-depletion. (C) 
Immunoblotting of supernatants (Sup) and whole-cell 
lysates (WC) prepared from Salmonella strains. 
CS2609 (clpXP + htrA +), and CS2610 (∆clpXP htrA +) 
were grown in N-minimal medium and removed by 
centrifugation at 13,000×g for 30 min. The 
supernatant was filtrated and then concentrated as 
previously described 【Tomoyasu et al., 2002】. The 
whole-cell lysate samples were prepared from CS2609 
and CS2019 (clpXP + ∆htrA). (D) Coomassie blue-
stained SDS-PAGE patterns of the same samples used 
for immunoblotting.
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第三項 ClpXP、PagC二重欠損株の MV量 
 
 ClpXP+株及び ClpXP欠損株の菌体を電子顕微鏡で観察したところ、ClpXP+株に比べ、ClpXP欠損
株ではたしかに MVの形成量が増加していた（Fig.1-8 (A),(B)）。 
 ClpXP欠損株の MV増加が PagCの増加のみによるか否かを検討する為、ClpXP PagC二重欠損株
について同様に電子顕微鏡による観察を行った（Fig.1-8 (C)）。その結果、二重欠損株であっても MV
形成が増加することが明らかとなり、ClpXP欠損株では PagC の増加以外にも MV形成を増加させる
要因があることが示唆された。しかしながら、ClpXP欠損株及び ClpXP PagC二重欠損株から産生さ
れた MVを電子顕微鏡で観察すると（Fig.1-8 (D),(E)）、ClpXP PagC二重欠損株では MVの形状が明ら
かに破綻しているものが多かった。PagCは MVの量だけでなく形状の維持にも関与する、MV形成に
重要なタンパクであると考えられる。 
(A)
(B)
(C)
(D)
(E)
Fig.1-8
Transmission electron microscopy of Salmonella cells producing MVs. Cells were grown on 
an N-minimal agar plate at 37°C. The strains are CS2609 (clpXP + [A]), CS2610 (∆clpXP
[B]), and CS3000 (∆clpXP ∆pagC [C]). MVs were purified from culture supernatans of 
CS2610 (D) and CS3000 (E) as described in Materials and Methods. All bacterial strains 
used here have the flhD::Tn10 mutation expressing no flagella in the genetic background. 
Bars, 100nm.
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PagCが MVの構造維持に関与する可能性が示唆された。 
そこで、PagC過剰発現株及び PagC欠損株を用いて、PagCが MVを形成するタンパクの構成に与
える影響について検討した。両株の培養上清から超遠心によって MVを分離し、さらに OptiPrepによ
る密度勾配遠心分離によって MVを分離したところ、PagC高発現株の MVが fraction No.5~7に分離
されたのに対し、 PagC欠損株の MVは fractoin No.7~9に分離され、高発現株の MVよりも密度が低
くなっていることが明らかとなった（Fig.1-9 (A)）。 
又、分離した MV peakに含まれるタンパクを SDS-PAGEによって展開した後、CBB染色して観察
したところ、PagC 過剰発現株に比べ PagC欠損株では、約 40-50 kDa、30 kDaのタンパクがそれぞ
れ減少し、一方、約 40 kDa、33 kDa、25 kDa、18 kDaのタンパクはそれぞれ増加しており、PagC
の欠損によって MVのタンパク構成が大きく変化することが明らかとなった（Fig.1-9 (B)）。 
以上の結果から、PagCは MVのタンパク組成と構造の維持に寄与していることが示唆される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
第四項 マクロファージ内類似環境における MV量 
 
 第二節第一項では PagC の増加が MV 形成を促進する可能性が示唆された。そこで、野生株におい
ても PagCが増加するような培養条件では、MV形成が促進されるか検討した。 
 χ3306 (wild-type)をL-broth及びN-mm (pH 5.0)で培養し、whole-cell lysate及びMVのPagCとOmpA
をイムノブロットで検出した（Fig. 1-13）。 
 その結果、N-mm (pH 5.0)で培養した時には、L-brothで培養した時に比べ、PagCの細胞内量が著し
く増加していることが明らかとなった。又、分離した MV中の PagC及び OmpA量が増加しており、
MV形成が促進されていることが示唆された。従って、マクロファージ内類似環境では PagC産生が増
加することにより MV形成が促進されると考えられる。 
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Effect of PagC disruption on protein 
contents of MV and on density of 
MV. (A) Protein concentrations of 
fractions by density gradient 
ultracentrifugation with OptiPrepTM. 
Fractionated MVs were prepared 
from Salmonella strains CS2993 
(∆clpXP/ppagC), CS3000 (∆clpXP
∆pagC) grown in L-broth for 16 hr. 
(B) Coomassie blue-stained SDS-
PAGE patterns of the fractions 
containing MVs: same samples as 
used in panel A. ppagC, pTKY698.
Black triangles indicate decreasing 
proteins, white traiangles indicate 
increasing proteins by PagC 
deletion.
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第三節 PagCによる MV形成制御 
第一項 PagC過剰発現株の MV量の定量 
 PagC量の増加によって MV形成が促進されるのか検討する為、PagCを外来性プロモーターによっ
て人工的に発現させた時、MV形成が増加するか検討した。 
 PagCを IPTGによって誘導可能なプラスミド(pTKY698)を CS2609 (ClpXP+ ∆FlhD)に導入した。 0, 
10, 25, 50 µMの IPTGで一晩 PagCの発現を誘導し、その MV量をゲルろ過クロマトグラフィで定量
した（Fig. 1-10）。その結果、IPTG濃度の増加に伴い、MV形成量が増加し、25 µM IPTG誘導時には
非誘導時の 16倍、50 µM IPTG誘導時には非誘導時の 50倍の MVが生産されることが明らかになっ
た。従って、PagC量の増加が直接的に MV形成を促進すると考えられた。 
 OmpXは PagCと相同性のあるタンパクである。PagC同様外来性プロモーターによって段階的（0, 
10, 25, 50, 100, 500 µM）に発現させた時、MV形成量が増加するか否か検討した。その結果、OmpX
は 50 µM の IPTGでは非誘導時とほぼ同じ量の MVしか形成しなかった。さらに 500 µMまで IPTG
濃度を増加させたところ、非誘導時の 4.7倍とわずかに MV形成が増加した。 
 以上の結果より、PagC と OmpXはどちらも MV形成を促進するが、その効果には大きな差がある
ことが明らかになった。従って、この二つのタンパクの MV 形成を促進するメカニズムは異なってい
ると考えられる。 
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Fig.1-10
Heightened formation of MVs by cells grown under 
conditions that physiologically increase PagC production. 
Bacterial cells of strain χ3306 were grown in L-broth or N-
minimal medium for 16 hr. MV preparation was performed 
as described in Material and Methods. A portion of MVs 
(MV) or whole-cell lysates (WC) was subjected to SDS-
PAGE, follwed by immunoblotting with antiserum against 
PagC, OmpA, or RpoS (A). Silver-stained SDS-PAGE 
patterns of the samples used for immunoblotting are 
presented in panel B.
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Fig. 1-11
Quantitative analysis of MV production by Salmonella cells expressing pagC or ompX controlled by IPTG 
concentration. The bacterial strains used are CS2992 (ppagC) and CS3746 (pompX). These strains do not 
produce flagella due to the flhD::Tn10 mutation. Bacterial cells were grown in L-broth to an OD600 of 0.5, 
followed by the induction of pagC or ompX at different concentrations of IPTG for 16 hr. MV preparations 
isolated from equal amounts of culture supernatant equivalents were loaded on to a size exclusion column 
of Superose 12. The elution patterns of the chromatography are shown in panel A. Integral volumes of the 
peaks corresponding MVs are indicated in panel B. Coomassie blue-stained SDS-15% PAGE pattern of cell 
lysates are shown in panel C. ppagC, pTKY698; pompX, pTKY896.
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第二項 PagC過剰発現株の膜ストレスの検討 
 
 PagC と OmpXの過剰発現では MV形成への寄与に差が見られたが、両タンパクでミスフォールド
のし易さが異なり、PagCはOmpXよりもミスフォールドし易くエンベロープストレスを起こす為に、
MV形成が促進される可能性が考えられる。 
 PagC 及び OmpX を過剰発現した時に、エンベロープストレス応答の増加が惹き起こされているか
否かを検討する為、RpoE細胞内量について検討した。Fig. 1-10で MVを精製した株の細胞質タンパ
クサンプルを調製し、SDS-PAGEで展開した後、抗 RpoE抗体を用いて細胞内量を検討した（Fig.1-11）。 
 その結果、PagCを過剰発現した時、RpoE量は増加しなかった。従って、PagCはエンベロープス
トレスを誘導しないことが明らかになった。一方、OmpXを IPTG 500 µMで誘導した時 RpoE量が増
加した。このことから、OmpX が過剰に産生された結果、ミスフォールドしている可能性が示唆され
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
第三項 PagC及び OmpXの細胞内局在の検討 
 PagC と OmpX の MV形成を促進するメカニズムの違いについて検討する為、この二つのタンパク
の局在を調べた。PagC 発現株（CS2992）及び OmpX 発現株（CS3746）を方法の項 18)に従って細
胞分画し、抗 PagC及び抗 OmpX抗体を用いたイムノブロットにより検出した（Fig.1-12）。 
 その結果、OmpX を過剰発現させたとき、OmpX がペリプラズム中に蓄積していることが明らかに
なった。外膜タンパクがミスフォールドするとペリプラズムに蓄積し、これがエンベロープストレス
応答を誘発する【Walsh et al., 2003; Wilken et al., 2004】。Fig.1-11では OmpXの過剰発現が RpoEの
細胞内量を増加させたが、それは OmpXがミスフォールドし、ペリプラズムに蓄積した結果であるこ
とが示唆される。又、第一項で見られた OmpX 過剰発現時の MV 形成の増加は（Fig.1-10）、過剰な
OmpXによって誘発されたエンベロープストレス応答に起因することが示唆される。 
 一方、PagC はペリプラズム中には蓄積しなかった。又、MV 及び外膜のみに検出されたことから、
正常にフォールディングし、外膜へ局在していることが示唆される。このことから、PagCによる MV
形成の促進はエンベロープストレスとは独立した、PagC特有の機能によるものであることが示唆され
る。 
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Fig. 1-12
pagC overexpression controlled by IPTG do 
not affect the cellular levels of RpoE in 
Salmonella cells. Cells of Salmonella strains 
CS2992 (ppagC) and CS3746 (pompX) were 
grown in L-broth to OD600 of 0.5, followed by 
the induction of pagC or ompX by different 
concentrations of IPTG. (A) Immunoblotting 
of whole-cell lysates with anti-RpoE serum. 
Lysates of bacterial cells of strain CS2020 
(∆rpoE) were a negative control for RpoE. (B) 
Coomassie blue-stained SDS-PAGE patterns 
of the samples used for immunoblotting. 
ppagC, pTKY698; pompX, pTKY896.
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PagC 及び OmpXの局在量について検討するため、OmpAによってノーマライズを行った。イムノ
ブロットのバンドを QuantityOne (Bio-Rad)を用いた画像解析によって定量し、PagC/OmpA 又は
OmpX/OmpAの比率を求めた。 
その結果、PagCは外膜では非誘導時で 1.2であり、誘導時にも 1.9と目立った増加は見られなかっ
た。一方、MVでは非誘導時には 1.5であったのに対し、誘導時には 14と極めて多くの PagCが MV
に存在することが明らかになった。又、誘導時の外膜と MVを比較すると、外膜に 1.9に対し、MVに
14存在することから、誘導された PagCの多くは、MVに局在することが示唆される。 
 OmpXは誘導しても MV及び外膜で大きく増加せず、PagCのように MVに局在しないことが確認さ
れた。 
 以上の結果から、PagCは正常にフォールドし、外膜に配置されることで MV形成を誘発するタンパ
クであることが示唆される。 
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Fig. 1-13
Specific sorting of PagC into MVs. Bacterial cells of strains CS2992 (ppagC [A]), CS3746 (pompX [B]) were grown in L-
broth to an OD600 of 0.5, followed by the induction of pagC or ompX expresion by 50 µM IPTG for 16 hr. MV 
preparation and cell fractionation were performed as described in Materials and Methods. A portion of MVs (MV), 
outer membrane (OM), periplasmic space (PE), cytoplasm (CY), or whole-cell lysates (WC) was subjected to SDS-PAGE, 
follwed by immunoblotting with antiserum against PagC or OmpX. Silver-stained SDS-PAGE patterns of the samples 
used for immunoblotting are also presented. PagC/OmpA ratio of densitometry values is indicated in panel A and 
panel B. ppagC, pTKY698; pompX, pTKY896.
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第四節 MV局在タンパクの同定 
 
 これまで、マクロファージ内増殖能に寄与するタンパクに、外膜やペリプラズムに局在するタンパ
クが報告されている。しかしこのようなタンパクがマクロファージ細胞質へ輸送される機構は不明だ
った。そこでこれらが MVによって輸送されるか検討する為、CS2993 (∆ClpXP ∆FlhD/ppagC)の MV
を OptiPrepによる密度勾配遠心によって分離し（Fig.1-13）、LC/MS/MSで MV局在タンパクを同定し
た。その結果を以下の表にまとめた。 
66.2
31
21.5
45
(kDa)
14.4
1.Gp5
2.OmpC
3.NmpC
4.OmpA
5.Clp protease-like protein 
7.TsX
8.PspA
9.PagC
10.OmpX
6.OmpA
 
 Gene Protein Function a) Experiments 
  Outer Membrane   
   Cellular process  
1 ompC outer membrane protein C Cell wall/membrane/envelope biogenesis 2,3,4,6,LC 
2 ompA outer membrane protein A Cell wall/membrane/envelope biogenesis 3,4,5,6,7,LC 
3 nmpC putative outer membrane porin Cell wall/membrane/envelope biogenesis 3,4,5,LC 
4 mltB membrane-ound lytic transglycosylase B Cell wall/membrane/envelope biogenesis 4 
5 pagC virulence membrane protein PagC precursor Cell wall/membrane/envelope biogenesis 7,8,9,LC,IB 
6 tsx nucleoside-specific channel-forming protein Tsx Cell wall/membrane/envelope biogenesis 7,LC 
7 vacJ lipoprotein precursor Cell wall/membrane/envelope biogenesis 8 
8 ompX outer membrane protease, receptor for phage OX2 Cell wall/membrane/envelope biogenesis 10,LC 
9 mipA scaffolding protein for murein-synthesizing holoenzyme Cell wall/membrane/envelope biogenesis LC 
10 yciD outer membrane protein Cell wall/membrane/envelope biogenesis LC 
11 lpp1 Murein-lipoprotein 1 Cell wall/membrane/envelope biogenesis LC 
12 pgtE outer membrane serine protease PgtE Cell wall/membrane/envelope biogenesis IB 
   Information storage and processing  
13 osmE transcriptional activator of ntrL gene Transcription LC 
   Metabolism  
14 lamB Chain A, Maltoporin from Salmonella Typhimurium Carbohydrate transport and metabolism 1,LC 
Fig.1-14 Silever-stained SDS-polyacrylamide gel patterns 
of MV prepared from CS2993 cells. MV preparatoin is 
descrived in materials and methods.
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   Poorly characterized  
15 ecnB putative entericidin B precursor Function unknown  
16 ybaY glycoprotein/polysaccharide metabolism Function unknown  
17 traT TraT complement registance protein precursor No in COG genes  
  periplasm   
   Cellular process  
18 htrA high temperature requirement A protein precursor PTM, protein turnover, chaperones 1 
19 degQ serine endoprotease PTM, protein turnover, chaperones 1 
20 tolB tol protein required for outer membrane integrity Cell motility LC 
21 mglB Galactose-Binding Protein Complex with Glucose Carbohydrate transport and metabolism LC 
22 spy putative stress response protein Intracellular trafficking, secretion, and 
vesicular transport, Cell motility, Signal 
transduction mechanisms 
LC 
  periplasmic protein related to spheroblast formation   
   Infromation strage and processing  
23 endA DNA-specific endonuclease I Replication, recombination and repair 8 
   Metabolism  
24 ansB periplasmic L-asparaginase II Amino acid transport and metabolism 4,LC 
   Poorly characterized  
25 yggE putative periplasmic immunogenic proten Function unknown 6 
26 STM1940 putative cell wall-associated hydrolase Not in COG genes 1 
27 STM3030 putative periplasmic protein Not in COG genes LC 
  cytoplasm   
   cellular process  
28 rfbH CDP-6-deoxy-D-xylo-4-hexulose-3-dehydrase Cell wall/Membrane/envelope biogenesis 1 
29 arcA arginine deiminase Signal transduction mechanisms, 
Transcription 
1 
30 pspA phage shock protein A Signal transduction mechanisms, 
Transcription 
8 
   Infromation storage and processing  
31 hisS histidyl-tRNA synthetase ; aminoacyl-tRNA synthetase Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
1 
32 tsf elongation factor Ts (EF-Ts) Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
5 
33 rslA 50S ribosomal protein L1 Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
7 
34 rpsD 30S ribosomal protein S4 Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
8 
5 rpsB 30S ribosomal protein S2 Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
8 
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36 rplV 50S ribosomal subunit protein L22 Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
LC 
37 rpmB 50S ribosomal subunit protein L28 Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
LC 
38 rplJ 50S ribosomal subunit protein L10 Translation, ribosomal structure and 
biogenesis 
LC 
   Metabolism  
39 gylA serine hydroxymethyltransferase Amino acid transport and metabolism 1 
40 nuoF NADH dehydrogenase subunit Energy production and conversion 1 
41 accD acetyl-CoA carboxylase beta subunit Lipid transport and metabolism 5 
   Poorly characterized  
42 yfdQ hypothetical protein SC1193 Function unkown 6 
     
  Inner membrane   
   Cellular process  
43 cyoE protoheme IX farnesyl transferase PTM, protein turnover, chaperones 1 
44 htpX Probable protease HtpX PTM, protein turnover, chaperones 7 
     
  Unknown   
   Cellular process  
45 STM1033 Clp protease-like protein Intracellular traficking, secretion, and 
vesicular transport, PTM, protein turnover, 
chaperones 
5 
   Poorly characterized  
46 sb36 b) hypothetical protein Sb36 Function unknown 6 
47 5 b) coat protein gp5 Not in COG genes 1 
48 STY2358 b) hypothetical protein STY2358 Not in COG genes 5 
 
a) COG functional class 
b) Experiment 
 1-10:SDS-PAGE-MS/MS 
 LC:LC/MS/MS 
 IB:Immunoblotting 
c) Not in serovar Typhimurium chromosomal gene 
 
 LC/MS/MSの結果から、MVに局在しているタンパクが合計 48種類同定された。同定されたタンパ
クのうち、Lpp1、PgtE、HtrAは、serovar Typhimuriumのマクロファージ内生存能に関与するタンパ
クとして報告されている【Sha et al., 2004;Guina et al., 2000; Johnson et al., 1991】。このことから、
これらのタンパクが MVによってマクロファージ細胞質へ輸送されている可能性が示唆される。 
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第五節 考察 
 
 本章では serovar Typhimurium の病原性発現制御について検討する為、ClpXP 欠損によって病原性
の低下した株の、細胞表層タンパクについて解析し、外膜タンパク PagC が増加していることを見出
した。PagCは PhoPQ二成分制御系により、マクロファージ内環境を感知し、発現が増加するタンパ
クであるので、PagC が ClpXP 欠損株の病原性低下に影響を及ぼしている可能性を考えた。そして、
ClpXP PagC 二重欠損株のマウスに対する病原性の検討の結果から、ClpXP 欠損株で減少した病原性
は、さらに PagCを欠損させることで部分的に回復することが明らかとなった。このことは、PagCの
増加が ClpXP欠損株の病原性低下の一因であることを示唆する。 
 サルモネラ感染にはマクロファージ内で生存することが必要である。しかしながら、マクロファー
ジ内で増殖し続けると、マクロファージに細胞死を誘導してしまう。従って、感染を持続する為には、
増殖をある程度で抑制する必要がある。PagCはマクロファージ内での増殖を抑制することで、増殖の
場を確保する機能を有している可能性が考えられる。 
 PagC が病原性に関与することが明らかとなった為、続いて ClpXPによる PagC 量の制御について
検討を行った。PagC はアミノ酸配列から、8 回膜貫通型の外膜タンパク質であると考えられている
【Heffernan et al., 1992】。又、TypeII分泌装置によって内膜を透過する為、N末 14アミノ酸残基をシ
グナル配列として有している。このシグナル配列は内膜を透過する際切断され、PagC前駆体は成熟体
PagCとなる。本研究では、この PagC前駆体が RpoS依存的に安定化されていることが示唆された。
RpoSはσ因子であり、RpoSが直接的にタンパクの安定化を行うとは考え難い為、RpoSによって転
写が制御されている未知のタンパク Xが PagC 前駆体を安定化するというモデルが考えられる。タン
パク Xはシャペロン様の活性を持つ RpoS制御下のタンパクで、且つ PagC前駆体の安定性にのみ関
与することから、細胞質中に局在するタンパクであると考えられる（Fig.1-15）。msyB は RpoS によ
り転写が正に制御され【Patten et al., 2004】、且つシャペロン様の活性を持っていることが示唆されて
いる【Zou et al., 2008】。又、SecYの変異による TypeII分泌の遅延を msyB高発現で回復出来ること
から【Ueguchi and Ito, 1992】、TypeII分泌系に関与するシャペロンであると考えられる。これらの知
見から、MsyB が PagC 前駆体の安定化に関与する可能性を考えることが出来る。今後タンパク X が
同定されることで、MV形成制御に関わる新しい因子が発見されることが期待される。 
 
さらに本章では PagCがMVの構成成分であることを明らかにした。精製MVには PagCが存在し、
ClpXP欠損株では PagCの増加によって MV形成が促進される可能性が示唆された。又、ClpXP欠損
株の MV増加が PagC増加のみに起因するのか検討する為、ClpXP PagC二重欠損株を電子顕微鏡で観
察したところ、二重欠損株であっても MV形成は増加していた。このことから ClpXP欠損株では PagC
量の増加以外の要因でも MV形成が増加していることが示唆された。しかし、ClpXP PagC二重欠損株
の MVは ClpXP欠損株の MVと比較して、密度が低く、形状が異常になっているものが多い。又、PagC
欠損株では MV 局在タンパクの組成が変化していた（Fig.1-9 (B)）。これらのことから、PagC は MV
の産生量だけではなく、MVの構造の維持に重要な役割を果たすタンパクであることが示唆される。 
 ClpXP欠損では PagC の増加以外の原因でも MVが増加するが、どのような機構が考えられるだろ
うか。ClpXP は原核細胞の細胞分裂に必須な FtsZ を分解する【Camberg et al., 2009】一方で、
Salmonellaの MV形成が細胞分裂に伴って行われるという報告がある【Deatherage et al., 2009】。こ
れらの事実を考え合わせると、ClpXP欠損株では FtsZが分解されない為、FtsZの蓄積により MVの形
成が影響を受ける可能性が考えられる。しかしながら、ClpXP PagC 二重欠損株の MV は通常の MV
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とは密度、形状、構成タンパクが異なっている為（Fig.1-8,1-9）、正常な MVであるとは言い難い。PagC
が存在して初めて、通常の MVが形成されると考えられる。 
 PagCは MV形成において重要なタンパクであることが示唆された為、PagCを人為的に増加させた
時、MV 形成が促進されるか検討した。その結果、PagC 量依存的に MV 形成が増加した。又、PagC
の機能が外膜タンパクに一般的であるか否かを検討する為、PagC と相同性のある OmpX を産生させ
たが、MV量の増加は極めて緩やかであった。従って、PagCは MVを効果的に増加させる機能がある
ことが示唆された。 
 PagCによる MV形成促進はどのようなメカニズムで行われるのだろうか。PagCの局在を検討した
結果（Fig.1-12 (A)）、PagCは正常にフォールドされ、外膜に配置されていることが示唆された。従っ
て、PagCはミスフォールドによって惹起されたエンベロープストレスを介する間接的な MV形成の促
進ではなく、自身が有する機能によって直接的に MV形成を誘発する可能性が考えられる（Fig.1-15）。
では MV 形成を誘発する PagC の機能とはどのようなものだろうか。我々は PagC タンパクを精製す
る際に、0.3 Mの NaClを加えると PagCがアミロイド様の規則的な凝集体を形成することを見出して
いる（data not shown）。このような凝集体を形成するタンパクは、二次構造としてβ-sheetに富み、異
分子間のβ-sheet同士の相互作用により、同じタンパク同士で分子間結合し易いことが報告されている
【Srisailam et al., 2003; Fändrich, 2007】。又、PagCが属す OmpXファミリーの結晶構造解析から、
OmpXファミリーはβ-sheetに富んだ構造であることが示されている【Vogt and Shulz, 1999】。従って、
PagCが外膜上に多数存在している時には、PagC同士の相互作用により、外膜を歪める力が発生する
と考えられる。この力によって外膜が隆起し、MV形成が促進される可能性を考えることが出来る。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 PagCは PhoPQ二成分制御系によって正に制御されている。従ってマクロファージ内では転写が増
加し、その結果 MVの形成も増加しているはずである。実際マクロファージ様培地である N-mm（pH 
5.0）で培養した時、MVの形成は増加した（Fig.1-13）。では、マクロファージ内で MV形成が増加す
ることの意義とはなんだろうか。これまでに、サルモネラのマクロファージ内増殖に関与する因子と
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して、外膜やペリプラズムに局在するタンパクが報告されているが、その宿主への輸送機構は不明だ
った。本研究ではそれらのタンパクが MVによって宿主細胞へ輸送される可能性を考えた。MVにそれ
らのタンパクが局在しているか検討する為、MV 局在タンパクを質量分析により同定した。その結果
MVにはマクロファージ内増殖能に関与するタンパク、HtrA、Lpp1、PgtEが存在していることが明ら
かとなった。 
 HtrA（DegP）はペリプラズム局在のセリンプロテアーゼである。高温条件下においてエンベロープ
中のミスフォールドタンパクを分解し、細胞の恒常性を保っている【Strauch et al., 1989】。又、serovar 
Typhimuriumの HtrA欠損株はマクロファージ内生存能が低下することが示唆されている【Johnson et 
al., 1991】。HtrAは MVによって分泌され、宿主細胞へ輸送されることで、病原性に寄与している可能
性が考えられる。 
 Lpp1は外膜上に局在する Murein-lipoprotein 1である。Salmonellaには二つの Lppのコピーが存在
する（lpp1、lpp2）が、どちらか片方又は両方を欠損させるとマウスに対する病原性を失う【Sha et al., 
2004】。Lppの具体的な機能についてはこれまでのところ明らかにはされていないが、Lppは宿主細胞
に対し TNF-αの分泌を誘導し、細胞傷害性を示すことから、恐らく LPSと同じ経路で宿主の免疫を惹
起することで毒性を示していると考えられる。 
 PgtEは外膜局在のプロテアーゼである。E.coliの OmpTや Yerisinia pestisの Plaなどが属す omptin
ファミリーに属しており、これらは類似の機能を示す【Haiko et al., 2009】。PgtEは Salmonella感染
の際に特徴的な複数の機能を示すことがこれまでの研究で明らかにされている【Sodeinde and 
Goguen, 1989; Lähteenmäki et al. 2005; Ramu et al, 2007; Guina et al., 2000 Kukkonen et al., 2004】。
一つにはプラスミンの合成促進及びプラスミン合成阻害の抑制によって、炎症反応を惹き起こす機能
がある。又、PgtEは宿主の補体活性の抑制及び、抗生ペプチドの切断によって、Salmonellaを宿主免
疫機構から回避させる。近年では PgtEが細胞外マトリクス（extracellular matrices: ECM）を分解す
る mammalian matrix metalloproteinase-9 (MMP-9)の活性化を行い、細胞のゼラチンの分解を促進する
ことが明らかにされている【Ramu et al., 2008】。PgtEは本来 rough LPSの菌体でのみ活性を示す為、
通常の培養環境では活性を示さない。しかし、マクロファージ様環境においては、LPS 合成酵素の減
少により LPS が短縮し PgtE の活性中心が外側に露出する為、活性を示すことが出来るようになる
【Lähteenmäki et al., 2005】。又、PgtEはマクロファージ内で産生が増加する【Faucher et al., 2006】。
従って PgtEの活性は宿主マクロファージ内で最も強く発揮されると考えられる。 
 以上の考察から、serovar Typhimuriumの MVには病原性に深い関与を示すタンパクが存在し、マク
ロファージ中ではこれらのタンパクが MV によって分泌され、宿主細胞質へ輸送されることで各々の
機能を発揮することが考えられる。 
 
 ClpXP 欠損株では PagC が増加し（Fig.1-1）、それによって MV 形成が増加するが (Fig.1-6)、病原
性及びマクロファージ内増殖能は低下した（Fig.1-2）。又、PagC過剰発現株においては MV形成が著
しく増加するが（Fig.1-10）、マクロファージ内増殖能は低下する（Fig.1-3）。これらのことから、過剰
なMV形成はserovar Typhimuriumのマクロファージ内増殖能を低下させることが示唆される。従って、
野生株においては、ClpXP により PagC の細胞内量が抑制されることで過剰な MV形成を抑えること
が、serovar Typhimuriumの病原性に重要であると考えられる。 
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はじめに 
serovar Typhimuriumを用いた検討では、ClpXP欠損により PagCが増加し、特異的に MV形成が亢
進することが明らかとなった。serovar Typhimuriumの MVにはマクロファージ内増殖能に関与する病
原因子が複数存在しており、マクロファージ細胞質へ輸送されることで機能している可能性が示唆さ
れた。 
 細胞内寄生性細菌ではマクロファージ内で形成された MV により、マクロファージ内増殖能に関与
するタンパクが輸送されていた。それに対し、細胞外で増殖する細菌において、細菌毒素が MV で輸
送される可能性を考えた。そこで、enterohemorragic Escherichia coli (EHEC)の細菌毒素 Stxが MVに
よって分泌されている可能性について検討を行った。 
EHEC は人間の大腸に感染し、重篤な出血性大腸炎を惹き起こす。さらに感染者のうち 2～20％は
溶血性尿毒症症候群（hemolytic uremic syndrome:HUS）と呼ばれる全身性の症状や、脳症を起こし、
死に至ることもある【Griffin and Tauxe, 1991; Tarr et al., 2005】。EHECの病原性発現に最も重要なタ
ンパクとして、Stx（Shiga like toxin）がある。Stxは RNA N-グルコシダーゼ活性を持ち、この活性に
より、28S リボソームのアデニンを加水分解して遊離させることで、宿主細胞のタンパク合成を阻害
し毒性を示すと考えられている【O’Brien and Holmes, 1987; Endo et al., 1988】。Stxには Stx1と Stx2
の二つのサブタイプが存在しており、EHEC の血清型によって保有する毒素が決まっている
【Donohue-Rolfe et al., 2000】。これまでに Stxは培養上清に分泌されていることが明らかにされてい
たが【Stockbine et al., 1986】、その分泌機構は不明であり、EHECが溶菌することで、細胞質に局在
する Stxが外部へ放出されると考えられてきた【Neely and Friedman, 1998】。 
そこで、本研究では Stx1/2が EHECの MVによって分泌されている可能性を考えた。この可能性に
ついて検討する為、EHECの MVを精製し Stx1/2が MVに局在しているか調べた。又、その過程で、
EHECにおいても serovar Typhimurium同様、ClpXPが MV形成に関与する可能性を見出した。 
 
第一節 EHECの精製 MV中の Stx1及び Stx2 
EHEC の MVによって Stx1/2が分泌されるか検討する為、EHEC 野生株（CS5295）の MVの精製
を行った。方法の項 17)に基づいて OptiPrep（AXIS-SHIELD）を用いた密度勾配遠心分離を行った。
精製したサンプルは方法の項 15)に従い Bradfordによるタンパク濃度の測定を行った（Fig. 2-1 (A)）。
その結果、フラクション No.15～17にタンパク濃度のピークが見られ、このフラクションを電子顕微
鏡で観察したところ、MVが分離されていることが明らかになった（Fig. 2-1 (B)）。又、フラクション
No.22 前後に大きなピークが見られたが、これはべん毛タンパク FliC であることをイムノブロットに
よって確認した（data not shown）。 
 精製 MV中に Stx1/2が含まれるか、イムノブロットを用いて検討した（Fig.2-2）。その結果、Stx1、
Stx2共に精製 MV分画中に存在していることが明らかになった。このことから、Stx1、Stx2は MVに
よって分泌されていることが示唆された。 
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第二節 ClpXPの MV形成への関与 
 EHECにおいて、serovar Typhimurium同様 ClpXPによって MV形成が制御される可能性を検討す
る為、ClpXP欠損株（CS5297）の MVを分離した。野生株と同じ密度のピークを電子顕微鏡により観
察したところ、野生株に比べ ClpXP欠損株では MVが著しく増加していることが示唆された（Fig.2-1 
(B)）。 
 さらに、野生株及び ClpXP 欠損株の同容量の培養上清から精製した MV サンプルを同容量
SDS-PAGEで分離し、OmpAのイムノブロットを行うことで、MV量を比較した（Fig.2-2）。その結果、
ClpXP欠損株では OmpAが増加した。以上の結果から、EHECにおいても ClpXPは MV形成を抑制す
ることが示唆された。 
 又、MV形成が増加する ClpXP欠損株であっても、MVによって Stx1及び Stx2が分泌されているか
確認する為、ClpXP 欠損株の精製 MV 中に含まれる Stx1 及び Stx2 をイムノブロットで検出した
（Fig.2-2）。その結果、どちらのタンパクも MV中に存在しており、ClpXP欠損株においても MVによ
って Stx1/2が分泌されていることが示唆された。 
 野生株及び ClpXP欠損株から精製した MVの Stx1/2を比較すると、Stx1は ClpXP欠損株において
MVと共に増加したのに対し、Stx2は ClpXP欠損によって MVが増加したときにも、野生株と同程度
の量しか検出されなかった。そこで、ClpXP が Stx1 及び Stx2 の産生量に影響を与える可能性につい
て検討した。 
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Fig.2-1
Effect of ClpXP depletion on amount of 
MVs prepared from EHEC cells. (A) 
Concentrations of fractions by density 
gradient ultracentrifugation with 
OptiPrepTM. Fractionated MVs were 
prepared from EHEC strains CS5295 (wt), 
CS5297 (∆clpXP) grown in L-broth for 16 
hr. (B) Transmission electron microscopy 
of MVs preparations from EHEC cells. 
EHEC strains CS5295 (wt) and CS5297 
(∆clpXP) were grown in L-broth at 37°C 
for 16 hr. MVs were purified from culture 
supernatans of EHEC strains as described 
in Materials and Methods. 
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第三節 ClpXPの Stx1及び Stx2の産生・分泌に対する影響 
 
 ClpXPが Stx1及び Stx2の産生量に関与する可能性について検討した。野生株及び ClpXP欠損株の
whole cell lysate サンプルを調製し、イムノブロットを用いて Stx1、Stx2 の細胞内量を検出した
（Fig.2-3）。その結果、ClpXPは Stx1、Stx2どちらの細胞内量にも関与しないことが明らかとなった。 
又、ClpXP 欠損株では Stx2 の産生量に関与しないにも関わらず、ClpXP 欠損株の MV 増加に伴い
Stx2が増加しなかったことから、Stx2は ClpXPによって形成が制御される MVには存在しないことが
示唆される。以上の結果から、Stx1、Stx2 はどちらも MV に
よって分泌されるが、その分泌は互いに別の MVによって行わ
れており、ClpXPは Stx1の存在する MV形成を制御している
と考えられる（Fig.2-4）。 
 MV を含む分泌タンパク全体を検討したところ（Fig.2-3 
secreted protein）、ClpXP欠損株で Stx1、Stx2共に増加して
いることが明らかになった。このことから、Stx2は ClpXPに
よって制御されている MV とは別の経路で分泌される可能性
が示唆された。 
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Fig.2-2
Localization of Stx1, Stx2 and OmpA on MVs 
fractionated from culture supernatants from 
EHEC strains. (A) Immunoblotting of MV 
fraction for detection of Stx1, Stx2 and OmpA. 
EHEC strains CS5295 (wt) and CS5297 
(∆clpXP) were grown in L-broth at 37°C for 
16 hr. Preparations of MVs were fractionated 
by density gradient ultracentrifugation with 
OptiPrepTM. (B) Coomassie blue-stained SDS-
PAGE patterns of samples used for 
immunoblotting.
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Fig.2-3
Production and secretion of Stx1/2. Bacterial cells of 
EHEC strains CS5295 (wt) and CS5297 (∆clpXP) were 
grown in L-broth at 37°C for 16 hr. Secreted proteins 
(secreted) were concentrated from culture supernatant of 
EHEC strains as previously described 【Tomoyasu et al., 
2002】. MV fraction from the bacterial cells were prepared 
by density gradient ultracentrifugation with OptiPrepTM . 
Samples of fractions were separated on an SDS-PAGE gel, 
follwed by immunoblotting using anti-Stx1 and anti-Stx2 
serum (B). Coomassie blue-stained SDS-PAGE patterns of 
samples used for immunoblotting are showed in panel A.
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第四節 考察 
 
 本章では EHECの細菌毒素 Stx1及び Stx2が MVによって分泌されるか検討を行った。その為、ま
ず OptiPrepを用いた密度勾配遠心分離により、MVを密度に応じて分離した。分離した MV画分中に
Stx1、Stx2が含まれるか検討し、MVにどちらの細菌毒素も存在していることを明らかとした。 
 これまで、Stx1/2 は培養上清には存在しているが、その分泌機構は不明であった。同様に分泌機構
が不明であった細菌毒素に ETECの LT (heat-labile enterotoxin)がある。近年、LTがMVによって分泌、
宿主細胞へ輸送されていることが明らかにされている【Horstman and Kuehn, 2000; Kesty et al., 2004】。
LTは一部 MV表面に局在し、宿主のレセプターに結合することで MVを宿主に取り込ませる【Kesty et 
al., 2004】。Stx1/2 は LT と同じ AB5型毒素であり、宿主細胞中における輸送経路も同じ retro-grade 
transportであるので、Stx1/2の MVによる輸送は LTと同様の経路である可能性は高いと考えられる。 
 さらに本章では serovar Typhimurium同様、EHECにおいても ClpXPによって MVの形成が制御さ
れるか検討した。電子顕微鏡による観察及び、同容量の培養上清から精製した MV 量の比較の結果か
ら、ClpXP欠損株では MV産生が増加していることが明らかとなった。第一章では ClpXPは MV形成
を誘発する機能を持つ外膜タンパク PagC の細胞内量を制御することで、MV 産生に関与していた。
EHEC は PagC を有さないが、同様の機能を持った外膜タンパクの量を制御することで MV 産生を抑
制していることが考えられる。 
 又、ClpXPの MV形成への関与を検討した際、ClpXP欠損により増加した MV中の Stx1は増加する
が、Stx2 は増加しないことが明らかとなった。このことから、Stx1 と Stx2 の局在する MV はそれぞ
れ異なっており、ClpXPはStx1の存在するMVの産生にのみ関与していることが示唆された（Fig.2-4）。
ClpXPが PagC のような MV形成を制御する外膜タンパクの制御を行っていると仮定すると、このよ
うな外膜タンパクは複数存在し、それぞれ異なる制御を受けMVの形成を誘発していると考えられる。
そこで、タンパク組成の異なる MVが複数存在し、各々独立して制御されている可能性が考えられる。
如何にして MVの組成が制御されているのかは不明であるが、MVへ運び込むタンパクを選別している
機構の存在を考えることが出来る。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Fig.2-4
Stx1 and Stx2 secretion pathways by membrane vesicle on EHEC cells.
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 ClpXP欠損株の培養上清中へ分泌された Stx2量を野生株と比較すると増加していた。ClpXP欠損に
よる MVの増加とは無関係に分泌が増加したことから、ClpXPが Stx2を分泌する MVとは別の経路に
関与している可能性が示唆される。これまでに、Stx2の分泌に関して、B subunitの 31番目のセリン
が分泌に必須であることが報告されており【Shimizu et al., 2007】、それに対して Stx1では分泌に必須
な配列が存在しないことから、Stx2はStx1とは異なる独自の分泌経路が存在する可能性が考えられる。
分泌に特定の配列が必要な経路に ClpXPは関与していることが考えられる。 
 本章では Stx1/2 が MV によって分泌されることを明らかにした。又、Stx1 と Stx2 はそれぞれ異な
る MVに局在している可能性があること、ClpXPは Stx1の局在する MVの形成を制御していることが
明らかとなった。 
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第三章 enterohemorragic Escherichia coliのべん毛産生に関する研究 
 
はじめに 
 第二章第三節において EHECの野生株と ClpXP欠損株の分泌タンパクを比較した際、ClpXP欠損株
で約 60 kDaのタンパクが著しく増加することを見出した（Fig. 2-3）。EHECのべん毛フィラメント構
成タンパク FliC が 60 kDaであることを鑑み、この著しく増加したタンパクはべん毛フィラメント構
成タンパクの FliCではないかと考えた。 
 べん毛産生には膨大なエネルギーが必要となる為、べん毛はべん毛レギュロンと呼ばれる遺伝子群
によって産生が巧みにコントロールされている。非極性べん毛を持つグラム陰性細菌では、べん毛形
成に関与する約 50 の遺伝子が class1～class3 に分類されるヒエラルキーを構成している【Macnab, 
1992; Soutourina and Bertin, 2003】（Fig.3-1）。 
 class1 はべん毛レギュロンの最上位に位置し、flhDC オペロンのみが属している。FlhD、FlhC は
FlhD4C2ヘテロヘキサマー複合体を形成し、class2遺伝子のプロモーターに結合して、σ70による転写
を促進する【Liu and Matsumura, 1994; Wang et al., 2006】。 
 class2にはべん毛のフック-基部複合体の形成に必要な遺伝子と、べん毛タンパクに特異的なσ因子
である FliA（σ28）がコードされている。FliAは class3に属する遺伝子の発現を正に制御すると共に、
class2 に属する他の多くの遺伝子の発現を正に制御している【Mytelka, 1996; Liu and Matsumura, 
1996】。 
 class3にはフィラメント構成タンパク FliC、その重合を助ける cap構造に関与する遺伝子、べん毛
の運動に関与する遺伝子（motAなど）、走化性に関与する遺伝子（cheAなど）が属している。 
 本章では EHECの ClpXPがべん毛産生を制御する可能性を検討した。 
 
Fig.3-1 Scheme of flagellar regulon
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第一節 ClpXPによるべん毛レギュロンタンパクの産生制御 
 
 EHECの野生株及び ClpXP欠損株の分泌タンパク中のべん毛量を調べる為、抗 FliC抗体によるイム
ノブロットを行った（Fig.3-2 (A),(B)）。その結果、たしかに ClpXP欠損株で FliCの分泌量が増加して
いることが明らかとなった。 
 FliCの分泌量増加が、細胞内量の増加に起因するか明らかにする為、ClpXP欠損株における FliC細
胞内量を野生株と比較した。各菌株を L-broth、37°Cで一晩培養した菌液から、方法の項 14)に基づい
て菌体タンパクサンプルを調製し、SDS-PAGEによって展開した後、イムノブロットで FliCを検出し
た（Fig.3-2 (C),(D)）。その結果、FliC細胞内量は ClpXP変異株で野生株に比べ増加していることが明
らかになった。このことから、ClpXPは FliCの産生量を抑制していることが示唆される。 
そこで、FliC 産生量を制御している更に上流のべん毛レギュロンタンパクについて、同一のサンプ
ルを用いて細胞内量を検討した。その結果、ClpXP欠損株では class2に属する FliA、class1に属する
FlhD及び FlhCが増加していることが明らかとなった。 
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Fig.3-2
Effect of ClpXP depletion on flagellar filament (FliC) 
amount and cellular levels of flagellar regulon proteins. 
Bacterial cells of EHEC strains CS5295 (wt) and CS5297 
(∆clpXP) were grown in L-broth at 37°C for 16 hr. 
Secreted proteins were concentrated from culture 
supernatans by TCA precipitation as previously described 
【Tomoyasu et al., 2002】. Protein samples were 
separated on SDS-polyacrylamide gel, followed by 
immunoblotting using with anti-FliC serum (A). 
Coomassie blue-stained SDS-PAGE pattern of samples 
used for immunoblotting were indicated in panel B.
Cellular levels of flagellar regulon proteins were indicated 
in panel C: immunoblotting of whole-cell lysates using 
with anti-FliC, anti-FliA, anti-FlhC, and anti-FlhD serum. 
Samples were extracted from same strains in panel A and 
B. (D) Coomassie blue-stained SDS-PAGE pattern of 
samples used for immunoblotting.
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第二節 FlhD及び FlhCの in vivoにおける細胞内安定性 
 我々はこれまでに、serovar Typhimuriumにおいて、ClpXPが FlhD、FlhCの turn overを制御してい
ることを報告している【Tomoyasu et al., 2003】。そこで、ClpXP欠損株における FliCの増加は、ClpXP
が EHECにおいても serovar Typhimuriumと同様の機能を有していることに起因すると考えた。 
 EHECにおいて ClpXPが FlhD及び FlhCの turn overを制御する可能性を検討する為、方法の項 26)
に従って、FlhD及び FlhCのタンパク半減期を測定した。PA1lacO-1プロモーター下流に flhDCオペロン
をクローニングし、IPTG添加によって flhDC発現を誘導出来るプラスミド pTKY802を作成した。染
色体上の flhDCから産生される FlhD及び FlhCの影響を除く為、∆flhDC株及び∆flhD∆clpXP株を構築
し、これに pTKY802 を導入し、外来性プロモーターのみで FlhD 及び FlhC を産生できる株を構築し
た。 
 各菌株は L-broth、30°Cで一晩振とう培養した後、L-brothへ 1/100希釈し 37°Cで OD600=0.5まで
培養後、IPTGを 20 µM添加してさらに 1 hr培養し、flhDCオペロンの発現を誘導した。その後、テ
トラサイクリンを添加して新規タンパク合成を止め、5、10、15、30、45、60分後にサンプルを調製
後、SDS-PAGEで展開、抗 FlhDまたは抗 FlhC抗体を用いたイムノブロットを行った（Fig. 3-3）。 
 その結果、どちらのタンパクの半減期も、ClpXP 欠損株で野生株に比べ延長した。このことから、
ClpXPは FlhD及び FlhCの turn overを制御していることが示唆された。 
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Fig.3-3
In vivo stabilities of FlhC and FlhD proteins in wild-type cells and clpXP-depleted cells. (A) Bacterial cells of strain CS6292 
(∆flhDC/pflhDC) and CS6293 (∆flhDC∆clpXP/pflhDC) were grown to OD600 of 0.5 at 37°C in L-broth containing IPTG to induce 
flhDC expression for 1 hr. Tetracycline (100 µg/mL) and glucose (2%) were added, and samples were added to pre-chilled 
trichloroacetic acid (final concentration, 10%) at the indicated times. The proteins were separated on an SDS-polyacrylamide gel 15% 
(for FlhC) or 17% (for FlhD) and then immunostained with anti-FlhC antibody or anti-FlhD antibody.
(B) Coomassie blue-stained SDS-PAGE patterns of samples used for immunoblotting.
(C) Quantification of the precipitated proteins relative to the values at 5min. Mean values of at least three independent 
experiments.O, clpXP+; X, ∆clpXP
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第三節 flhDCの GrlR、GrlAによる転写制御 
第一項 flhDC転写制御の培養環境依存性の検討 
 本研究のこれまでの結果から、EHECにおいて ClpXPによる flagella発現抑制は FlhDCの turnover
制御であることが明らかとなった。これまでに、EHEC においては特有のべん毛産生制御機構
GrlR-GrlAが存在することが報告されている【Iyoda et al., 2006】。GrlR-GrlAは共に locus of enterocyte 
effacement (LEE)にコードされている遺伝子である。LEEは EHECに特有の病原領域で、宿主内環境
特異的に発現が増加する【Abe et al., 2002】。GrlAは flhDC operonの発現を負に制御し、GrlRは GrlA
の活性を抑制している【Deng et al., 2004】。ClpXPは GrlRの細胞内量を定常期特異的に負に制御する
ことが報告されている【Iyoda and Watanabe, 2005】。 
 この ClpXPによる flhDC operonの転写抑制は、GrlR-GrlAを必要とするため、LEE発現条件でのみ
機能していると考えられる。又、ClpXPによる GrlRの抑制は定常期依存的であるため、定常期でのみ
機能しているはずである。そこで、ClpXPによる flhDC operon の転写抑制が培養条件依存的に起きて
いるのか否か検討する為、flhD プロモーター活性を種々の培養条件で検討した。LEE非発現条件とし
て L-brothを用い、LEE発現条件として DMEMを用いた。又、対数増殖期と定常期の菌液についてそ
れぞれ検討した。 
 flhD プロモーター活性を測定する為、EHEC 染色体上の lacZ に flhD プロモーターを接続した菌株
CS6181 (clpXP +)、CS6183 (∆clpXP)を suicide vectorを用いた相同組み換えにより構築した。PCRに
よって EHEC野生株（CS5295）から増幅した flhDプロモーター領域（820 bp）を pZA3lacIZの lacZ
上流に組み込み pTKY884とした。pTKY884から flhDプロモーター及び lacZと lacIの一部を含む断片
を suicide vector pCVD442に組み込み pTKY885を構築した。このプラスミドを接合伝達の donorと
なる大腸菌、SM10λpirに導入した。この大腸菌を用いて、EHEC野生株（CS5295）及び ClpXP欠損
株（CS5297）に pTKY885を接合伝達し、相同組み換えにより目的の株を得た。 
 CS6181 (clpXP +)、CS6183 (∆clpXP)を L-broth又は DMEMを培地として用い、対数増殖機と定常期
の菌液のβ-galactosidase活性を測定した（Fig.3-4）。 
 その結果、DMEMで定常期まで培養した時のみ、flhDプロモーター活性が ClpXP欠損株で野生株に
比べ増加することが明らかとなった。このことから、ClpXP による GrlR-GrlA の経路を介した flhDC 
operonの転写抑制は LEE発現時の定常期でのみ起こることが示唆される。 
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Fig.3-4
Expressions of the transcriptional flhD-lacZ fusion in EHEC-ClpXP+ or -∆ClpXP cells grown under various growth 
conditions. The expression levels of a lacZ fusion to the flhDC promoter in EHEC cells of strains CS6181 (ClpXP+) and 
CS6183 (∆ClpXP) were assayed. Bacterial cells were grown in L-broth or DMEM to OD600 of 0.5 (A; log phase) or for 16 h (B; 
stationary phase) at 37oC. The values represent the means and standard deviations of samples tested in triplicate.
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第二項 GrlR及び GrlA欠損株のべん毛レギュロン転写制御 
 
 flhDC の転写が ClpXP によって培養環境依存的に制御されることが示唆された。そこで、この転写
制御が ClpXPによる GrlRの制御によって行われているか検討する為、GrlRの欠損株における flhDプ
ロモーター活性を測定した（Fig.3-5 (A)）。その結果、ClpXP欠損による flhDプロモーター活性の上昇
効果が消失した。このことから、ClpXP は GrlR の分解によって flhD プロモーターを抑制しているこ
とが示唆される。又、flhDCの転写を直接制御する GrlAの欠損株を用いて、同様に検討を行ったとこ
ろ、やはり ClpXP 欠損による活性の上昇が見られなくなった。以上の結果から、ClpXP は GrlR-GrlA
の経路を介して flhDCの転写を抑制していることが示された。 
 一方で ClpXP 存在下では、GrlR、GrlA を欠損させても大きな活性の差は見られなかった。従って、
野性株においては GrlR、GrlAは flhDCの転写制御の主要な因子ではないと考えられる。 
 
 本章第二節では、EHECにおいて ClpXPによって FlhDCの turn overが制御されることを明らかに
している。そこで、この turn overの制御によってべん毛産生全体が支配されている可能性を検討する
為に、FlhDCの活性を調べることにした。その為に FlhDCによって転写が活性化される fliAのプロモ
ーター活性を検討した（Fig.3-5 (B)）。 
 GrlR及び GrlAの欠損により flhDCの転写制御を取り除いた条件においても、ClpXP欠損時には fliA
プロモーターの活性が上昇した。このことから、ClpXPによる FlhDC の turn over 制御のべん毛産生
における重要性が示された。 
 ClpXP欠損下における GrlR、GrlAの効果を検討すると、GrlR及び GrlAの欠損株では、fliAプロモ
ーター活性が減少した。このことから、ClpXPが GrlRを分解し、flhDCの転写を抑制することが、べ
ん毛産生制御に寄与していることが示唆される。 
 以上の結果から、ClpXP は FlhDC の turn over を制御することでべん毛産生を抑制し、宿主細胞様
条件ではそれに加えて GrlRの分解を介した flhDCの転写抑制により、べん毛産生全体を制御している
ことが示された。 
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Fig.3-5
Expressions of the transcriptional flhD-lacZ (A) and fliA-lacZ (B) fusions in the absence of ClpXP, GrlR and/or GrlA in EHEC cells. The 
expression levels of a chromosomal flhD-lacZ fusion were assayed in CS6181 (ClpXP+ GrlR+ GrlA+), CS6183 (∆ClpXP GrlR+ GrlA+), CS6320 
(ClpXP+ ∆GrlR GrlA+), CS6321 (∆ClpXP ∆GrlR GrlA+), CS6322(ClpXP+ GrlR+ ∆GrlA), CS6323 (∆ClpXP GrlR+ ∆GrlA). The fliA promoter 
activities were assayed using, pTKY753 carrying a transcriptional fliA-lacZ fusion in CS5693 (ClpXP+ GrlR+ GrlA+), CS5698 (∆ClpXP GrlR+ 
GrlA+), CS6281 (ClpXP+ ∆GrlR GrlA+), CS6282 (∆ClpXP ∆GrlR GrlA+), CS6283 (ClpXP+ GrlR+ ∆GrlA), or CS6284 (∆ClpXP GrlR+ ∆GrlA). 
Bacterial cells were grown in DMEM for 16 h at 37oC. The data are the means and standard deviations for each strain tested in triplicate.
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第四節 考察 
 
 本章では EHEC において ClpXP によるべん毛産生制御について検討を行った。べん毛レギュロン
class1に位置する FlhD及び FlhCの細胞内安定性の検討から、EHECの ClpXPが FlhD及び FlhCの
turn overを制御していることを明らかとした。我々は serovar Typhimuriumにおける検討で、ClpXP
が同様のメカニズムでべん毛産生を制御していることを報告している【Tomoyasu et al., 2003】。
serovar Typhimurium及び EHECの ClpX、ClpP、FlhD、FlhCのアミノ酸相同性は各々、97.6%、99.0%、
92.0%、93.8%といずれも高く、同様の認識機構で、ClpXが FlhDC複合体を認識すると考えられる。 
 第三節では ClpXPと EHEC特有のべん毛産生制御機構である GrlR-GrlAの関連について検討を行っ
た。GrlR及び GrlAは元来 LEEの発現制御因子として発見された【Lio and Syu, 2004】。GrlAは LEE
のマスターレギュレーターである lerの発現を活性化することで、LEE全体を正に制御する【Barba et 
al., 2005; Jiménez et al., 2010】。べん毛産生においては GrlAの作用は反転し、flhDCオペロンの発現
を負に制御する【Iyoda et al., 2006】。GrlRは GrlAとタンパク-タンパク相互作用によって GrlAの活性
を阻害する【Deng et al., 2004】。ClpXPは GrlRの細胞内量を定常期特異的に制御している【Iyoda and 
Watanabe, 2005】。そこで、ClpXP によって flhDC が制御されているか、それは培養条件に依存する
か検討を行った。その結果、LEE 発現条件且つ定常期まで培養した時のみ、flhD プロモーター活性が
ClpXPによって抑制されることが明らかになった。 
 ClpXPによる flhDCオペロンの転写制御が GrlR-GrlA依存的なものであるか検討する為、GrlR及び
GrlAの欠損株を構築して、flhDプロモーターを測定したところ、GrlR、GrlAどちらの欠損株において
も ClpXP欠損による flhDプロモーターの増加が消失した。この結果から、ClpXPは GrlR-GrlAの経路
依存的に flhDCオペロンの転写を制御していることが示唆される。その一方、ClpXP存在下では、GrlR、
GrlA を欠損させても活性に大きな差は見られなかった。従って、GrlR-GrlA の経路は flhDC の転写制
御の主要な因子ではないと考えられる。 
 ここまでの結果から、ClpXPは FlhDCの直接的な分解を行い、その一方で、宿主内環境においては
GrlRを分解することによる間接的な flhDCオペロンの転写制御を行うことが示唆される。ClpXPは二
つの経路で FlhDC量をコントロールするが、直接の turn over制御と GrlRの分解がどちらともべん毛
産生を制御するか否か検討する為、その下流の fliAのプロモーター活性を測定した。GrlR、GrlAの欠
損により flhDC の転写制御の影響を除いた株においても、ClpXP 欠損株で fliA プロモーター活性が増
加した。このことからは、ClpXPによる FlhDC の turn over がべん毛産生全体を制御していることが
示唆される。一方、ClpXP欠損下における fliAプロモーター活性は、GrlR、GrlAの欠損により減少し
た。このことからは、ClpXPが GrlRを分解することによる flhDC転写調整がべん毛産生全体を制御す
ることが示唆される。 
 
 以上の結果から、EHECにおいて細胞様環境においては ClpXPは二つの制御系によって、べん毛産
生全体を抑制していることが示唆された（Fig.3-6）。では、べん毛産生が二つの経路で強く抑制される
生理的な意義とはなんだろうか。一つの理由としてはべん毛産生が非常に多くのエネルギーを消費す
ることが考えられる。べん毛産生全体を支配する class1遺伝子である flhDCオペロンの転写は多様な
因子によって複雑に制御されており【Macnab, 1992】、べん毛産生を適切に制御することの重要性を示
唆している。又、べん毛は宿主細胞表面の TLR5 (Toll-like receptor 5)によって認識され、炎症反応を引
き起こす【Hayashi et al., 2001】。そこで、宿主内においては、べん毛産生を抑制することで、宿主の
免疫反応が活性化することを防いでいる可能性を考えることが出来る。さらに、EHEC 特有の理由と
第三章 enterohemorragic Escherichia coliのべん毛産生に関する研究                
38 
しては、宿主細胞への強固な付着に、べん毛による運動性が不利益であることが考えられる。GrlR-GrlA
が発現する細胞内様環境においては、EHECは LEEの T3SSによって腸管上皮細胞表面に台座上の構
造 A/E（attaching and effacement）lesionを形成して強固に付着するが、べん毛による運動性はこれ
を阻害する【Iyoda et al, 2006】。従って、宿主内環境では ClpXPが GrlR-GrlAの経路を介して flhDC
の転写を抑制することが EHECの病原性発現に重要であると考えることが出来る。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ClpXP
GrlR GrlA
FlhDC(class1)
FliA(class2)
FliC(class3)
transpcriptional 
regulation
flagellar regulon
post-translational 
regulation
stationary phase
in DMEM
Fig. 3-6 The dual regulatory pathways of EHEC flagellar gene by ClpXP protease
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 membrane vesicle (MV)は、グラム陰性菌表面から搾り出されるようにして形成される小胞様の構造
体であり、外膜局在タンパクやペリプラズム局在タンパクを含むことから、近年細菌の新たな分泌装
置、特に病原因子の宿主への輸送システムとしての可能性が注目されている。又、MVは増殖中の生き
た細菌が産生する構造体であるが、その形成機構については未だ充分に明らかにされていない。 
 本研究では、Salmonella enterica serovar Typhimuriumの病原性発現制御機構を研究する過程で、マ
クロファージ様環境において、ATP依存型プロテアーゼ ClpXPによって細胞表層量が制御されている
PagCを見出した。PagCは外膜タンパクであるにも関わらず、菌体から容易に放出されるタンパクで
あったことから、PagCと MV形成の関連について研究を行い、PagCが MV形成において重要な役割
を果たしていることを見出し、MVの形成制御機構についての研究を行った。又、serovar Typhimurium
において MVによって輸送されるタンパクについて検討し、MVの病原性関連機能の解明に取り組んだ。 
 本研究によって得られた結果を以下に要約する。 
 
１．マクロファージ様環境を模した培養条件では、細胞表層画分の PagC が増加することが見出され
た。 
 
２．ClpXP欠損株の病原性低下は、PagCの増加が原因の一つであることが示唆された。 
 
３．ClpXPは RpoSの分解を介して、PagC細胞内安定性を制御する未知の因子 Xを制御することで、
PagCの細胞内量を調節していることが明らかとなった。  
 
４．ClpXP欠損株では MVの形成が増加することが明らかとなった。  
 
５．PagCは MVの構成要素であることが明らかになった。 
 
６．PagCは正しくフォールドされた状態で外膜へ配置され、MV形成を誘発する機能を有することが
明らかとなった。この MV形成はエンベロープストレス応答には非依存的であった。  
 
７．PagCには MV形成の促進だけでなく、MVの構造やタンパク構成を維持する機能が有ることが示
唆された。  
 
８． serovar Typhimuriumのマクロファージ内増殖に関与するタンパク、Lpp1、PgtE、HtrAが MVに
よって分泌され、マクロファージ細胞質へ輸送されることが示唆された。 
 
９．EHEC において Stx1 及び Stx2 が MV によって分泌されることが明らかになった。それぞれ形成
制御の異なる MV中に存在し、ClpXPは Stx1の存在する MV形成を制御することが示唆された。 
 
１０．EHECにおいて ClpXPがべん毛産生を、FlhD、FlhCの turn over制御によって行うことが明ら
かになった。又、細胞様環境においては EHEC特有のべん毛産生制御因子 GrlRの分解によって flhDC
を転写レベルでも制御することが明らかになった。 
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 本研究で明らかになった、MV形成制御機構とその病原関連機能について、以下の図にまとめる。 
 まず、MV形成が PagCによって誘発されることを明らかにした。これは特定の膜タンパクによって
MVが能動的に形成されることを初めて示した結果となった。 
 又、MV には serovar Typhimurium のマクロファージ内生存に関与する因子や、EHEC の細菌毒素
Stxが局在しており、MVはそのどちらの病原因子も宿主細胞へ輸送する機構として機能している可能
性が示された。 
 さらに、Salmonellaのようなマクロファージ細胞内寄生性を示す細菌においては、過剰な MV形成
を抑制することが、病原性発現に重要であることを見出した。 
 
Figure The model of MV production and virulence factor secretion by MV
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実験の部 
 
材料の項 
1) 菌株 
 使用した菌株はすべて Table1に記載した。 
TABLE 1. Bacterial strains in this study 
Strain or plasmid Relevant propertiesa Source or reference  
S. enterica serovar Typhimurium   
χ3306 Virulent strain, gyrA Gulig and Curtiss, 1987 
CS2007 clpP::Cm in χ3306 Yamamoto et al., 2001 
CS2011 phoP::Km in χ3306 This study 
CS2019 htrA::Cm in χ3306 This study 
CS2020 rpoE ::Km in χ3306 Our collection 
CS2045 rpoS::Km in χ3306 This study 
CS2609 flhD::Tn10 in χ3306 This study 
CS2610 flhD::Tn10 in CS2007 This study 
CS2831 clpP::Cm in CS2011 This study 
CS2832 clpP::Cm in CS2045 This study 
CS2841 χ3306 harboring pTKY620 This study 
CS2842 CS2007 harboring pTKY620 This study 
CS2843 CS2011 harboring pTKY620 This study 
CS2844 CS2045 harboring pTKY620 This study 
CS2845 CS2831 harboring pTKY620 This study 
CS2846 CS2832 harboring pTKY620 This study 
CS2984 pagC::Km in χ3306 This study 
CS2992 CS2609 harboring pZA4lacIq and pTKY698 This study 
CS2993 CS2610 harboring pZA4lacIq and pTKY698 This study 
CS2998 pagC::Km in CS2007 This study 
CS3000 pagC::Km in CS2610 This study 
CS3003 χ3306 harboring pZA4lacIq and pTKY698 This study 
CS3004 CS2045 harboring pZA4lacIq and pTKY698 This study 
CS3012 CS2609 harboring pZA4lacIq and pUHE21-2Δfd12 This study 
CS3746 CS2609 harboring pZA4lacIq and pTKY896 This study 
CS3747 CS2609 harboring pZA4lacIq and pTKY897 This study 
   
E. coli   
DH5α F- recA endA gyrA thi hsdR supE relA  
Δ(lacZYA-argF) deoR φ80lac (ΔlacZ) M15 
Our collection 
DH5αZ1 DH5αlacIq Our collection 
O157:H7 Sakai Escherichia coli O157:H7 derived from Sakai outebreak 
(RIMD0509952) 
Akashi et al., 1994 
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CS5295 EHEC O157:H7 Sakai NA Tomoyasu et al., 2005 
CS5297 clpPX::Cm in CS5295 Tomoyasu et al., 2005 
CS5693 CS5295 harboring pTKY753 This study 
CS5698 CS5297 harboring pTKY753 This study 
CS5829 CS5295 harboring pZA4 lacIq and pTKY802 This study 
CS5830 CS5297 harboring pZA4 lacIq and pTKY802 This study 
CS5835 ∆flhDC in CS5295 This study 
CS5836 ∆flhDC in CS5297 This study 
CS6181 ∆lacI 820bp fragment containing flhD promoter-lacZ 
transcriptional fusion on chromosome in CS5295 
This study 
CS6183 ∆lacI 820bp fragment containing flhD promoter-lacZ 
transcriptional fusion on chromosome in CS5297 
This study 
CS6229 CS5835 harboring pTKY753 This study 
CS6230 CS5836 harboring pTKY753 This study 
CS6292 CS5835 harboring pZA4lacIq and pTKY802 This study 
CS6293 CS5836 harboring pZA4lacIq and pTKY802 This study 
CS6270 grlR::FRT in CS5295 This study 
CS6271 grlR::FRT in CS5297 This study 
CS6272 grlA::FRT in CS5295 This study 
CS6273 grlA::FRT in CS5297 This study 
CS6281 CS6270 harboring pTKY753 This study 
CS6282 CS6271 harboring pTKY753 This study 
CS6283 CS6272 harboring pTKY753 This study 
CS6284 CS6273 harboring pTKY753 This study 
CS6320 grlR::FRT in CS6181 This study 
CS6321 grlR::FRT in CS6183 This study 
CS6322 grlA::FRT in CS6181 This study 
CS6323 grlA::FRT in CS6183 This study 
a. NA, nalidixic acid resistance; Km, kanamycin resistance; Cm, chloramphenicol resistance. 
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2) プラスミド 
 使用したプラスミドはすべて Table2に記載した。 
TABLE 2. Plasmids in this study 
pUHE21-2Δfd12 PA1lacO-1 system vector Gamer et al., 1992 
pZA4lacIq lacIq  Our collection 
pZA3lacIZ Carrying fragments of lacI, and lacZ Our collection 
pHSG399 cloning vector Our collection 
pCB182 Promoter cloning vector Schneider and Beck, 1986 
pCB192 Promoter cloning vector Schneider and Beck, 1986 
pKD4 Carrying kanamycin resistant gene Datsenko and Wanner, 2000 
pKD46 λRed(γ, β, exo) Datsenko and Wanner, 2000 
pCVD442 Carrying oriγ of R6K, mobRP4, bla, sacB Donnenberg and Kaper, 1991 
pTKY620 pCB182 with 853 bp fragment with pagC promoter This study 
pTKY698 pUHE21-2Δfd12 with 612 bp pagC fragment This study 
pTKY706 pUHE212-1 with 528 bp pagC fragment without signal 
sequence region 
This study 
pTKY753 pCB192 with 320 bp fragment containing fliA promoter This study 
pTKY802 pUHE21-2∆fd12 carrying flhDC operon This study 
pTKY883 pCVD442 with flhDC operon disrupted by HincII 
digestion 
This study 
pTKY884 Carrying fragments of lacI, lacZ and 820 bp fragment 
containing flhD promoter 
This study 
pTKY896 pUHE21-2Δfd12 with 536 bp ompX fragment This study 
pTKY897 pUHE21-2Δfd12 with 1053bp ompA fragment This study 
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3) 細菌培養用培地 
 細菌の培養には以下の培地を用いた。 
 
L-broth 
 Tryptone(DIFCO)  10 g 
 Yeast extract(DIFCO)  5 g 
 NaCl    5 g /L  pH 7.4 
L寒天培地は上記の組成に agarを 1.5%の濃度になるように加えた。 
 
N-minimal medium 
 10xN-salts  10 mL 
 100 mM KH2PO4  1 mL 
 10% Casamino acid 1 mL 
 8 mM MgCl2  100 µL 
 DDW   up to 100 mL 
上記組成を無菌的に混合した。 
 
10xN-salts (100 mL stock solution) 
 Bis-Tris HCl  20.924 g (pH 5.0) 
 KCl   0.373 g 
 (NH4)2SO4  1.0 g 
 K2SO4   0.09 g 
 glycerol   4.0 g 
 DDW   up to 100 mL 
HClで pHを調節した後、0.22 µm フィルターを通し、-20°Cで使用直前まで保存した。 
 
SOC培地 
 Tryptone(DIFCO)  20 g 
 Yeast extract(DIFCO)  5 g 
 NaCl    0.584 g 
 KCl    0.186 g /L 
別に MgSO4, MgCl2と glucoseを溶解、滅菌し、それぞれ終濃度 10 mM、10 mM、20 mMとなるよう
に無菌的に混合する。 
 
M9 medium (for pulse-chase) 
 Na2HPO4・12H2O  3.8 g 
 KH2PO4    3 g 
 NaCl    0.5 g 
 NH4Cl    1.0 g /L 
別に glucose, MgSO4, CaCl2, 18aa, Vitamin B1を溶解、滅菌し、それぞれ終濃度 0.25%, 1 mM, 0.1 mM, 
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40 mg/mL, 0.0005%となるように無菌的に混合する。 
4) 抗体及び抗血清 
 Salmonella enterica serovar Typhimuriumの FliA及び FliCに対する抗血清は、岡山大学理学部の沓
掛和弘博士から分与頂いた。PagC、FlhD、FlhC の抗血清は北海道医療大学 磯貝恵美子博士に作成
して頂いた。DnaKに対する抗体は、Stressgen社から購入した。抗 OmpA血清は京都大学ウィルス研
究所の伊藤維昭博士から、抗 OmpX 血清は Max Planck Institute for Developmental Biology の Dr. 
D.Linkeから、抗 RpoE血清は国立遺伝学研究所 石浜 明博士から、抗 HtrA血清は、立教大理学部 松
山伸一博士から、それぞれ分与して頂いた。 
イムノブロッティングの二次抗体にはアルカリフォスファターゼ標識抗ウサギ IgG ヤギ抗体、又は
アルカリフォスファターゼ標識抗マウス IgG ヤギ抗体か、必要に応じて、西洋ワサビパーオキシダー
ゼ標識抗ウサギ IgGヤギ抗体（Jackson Immuno Research）を用いた。 
 
5) 薬剤 
Ap、Cm、Km、Spは和光純薬株式会社、Gm、NA、は SIGMA社よりそれぞれ購入した。 
 
6) 酵素試薬 
 制限酵素はタカラバイオ、ニッポンジーン、New England Biolabs、東洋紡績、SIGMA、Rocheの
各社より購入した。QIAEX II Gel Extraction Kitは QIAGENより購入した。 
 
7) アガロースゲル及びアクリルアミドゲル電気泳動 
 アガロースはニッポンジーン及び Cambrex 社より購入した。アクリルアミド、N-N’ メチレンビス
アクリルアミド、過硫酸アンモニウム、SDS、CBB、TEMEDは和光純薬株式会社より購入した。 
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1) 染色体 DNAの調製【Stauffer et al., 1981】 
Staufferらの方法に従い以下のように調製した。 
使用菌を対数増殖期後期まで培養し、培養液 10 mLを集菌した。菌体に 0.15 M NaCl-0.1 M EDTAを 650 µL
加えた。懸濁後、0.1 M NaCl-0.1 M Tris-HCl pH 8.0 -1% SDS溶液を 4 mL加え転倒混和し、-80°Cで凍結させ、
その後 65°Cで融解した。凍結融解を 3回繰り返した後、等量（4 mL）の Tris-saturated phenolを加え、20分
間転倒混和した。室温で遠心分離（16,000×g、10 min）後、水層を分取し、等量（4 mL）の CIAAを加え、10
分間転倒混和した。室温で遠心分離（16,000×g、10 min）後、水層を分取し、エタノール 7.5 mLを加え、染
色体 DNAを析出させ、回収した。70%エタノールを 800 µL加え、4°Cで遠心分離（18,000×g、5 min）後、
上清を完全に除去した。乾燥後、TE buffer 75 µLで膨潤した。 
 
2) プラスミド DNAの調製【Sambrook et al., 1989】 
Alkaline lysis法により調製を行った。 
プラスミド保持菌を対数増殖後期まで培養し、適量の培養液を集菌した。菌体に Solution Iを 60 µL加え、懸
濁後、10 mg/mL Lysozyme溶液を 40 µL加え撹拌し、5分間室温で放置した。次に SolutionIIを 200 µL加え、
転倒混和後、氷上に 5分間放置し、さらに Solution IIIを 150 µL加えて転倒混和後、氷上に 10分以上放置した。
4°Cで遠心分離（16,000×g、10 min）後、上清を分取、等量（450 µL）の Tris-saturated phenolを加え、５分
間転倒混和した。室温で遠心分離（16,000×g、5 min）後、水層を分取、等量（450 µL）の CIAAを加え、3分
間転倒混和した。室温で遠心分離（16,000×g、5 min）後、水層を分取し、エタノール 1 ｍLを加え 5分間室
温で放置した。室温で遠心分離（16,000×g、10 min）後、上清を完全に除去した。乾燥後、TE buffer 20 µLに
膨潤させた。 
プラスミド DNAを塩基配列決定に用いる場合には、以下に示す RNase A処理及び PEG沈殿を行った。 
まず RNase Aを終濃度 10 µg/mLとなるように DNA溶液に加え、37°Cで 30分間インキュベートした。そこに
0.6倍量の 20% PEG8000/2.5 M NaCl溶液を加え、1時間以上氷上に放置した。4°Cで遠心分離（16,000×g、
10 min）後、上清を完全に除去し、乾燥後 TE buffer 20 µLに膨潤させた。 
収量は制限酵素反応後、アガロースゲル電気泳動を行い、ethiduim bromide染色像から推定した。 
 
・Solution I 
25 mM Tris-HCl (pH 8.0)、10 mM EDTA (pH 8.0)、50 mM Glucose 
Solution I can be prepared in batches of approximately 100 mL, autoclaved for 15 minutes and stored at 4°C 
・Solution II 
1% SDS、0.2 N NaOH (freshly diluted from a 10 N stock) 
・Solution III 
5 M potassium acetate 60 mL、glacial acetic acid 11.5 mL、H2O 28.5 mL 
The resluting solution is 3 M with respect to potassium and 5 M with respect to acetate. 
Tris-saturated phenol 
phenol containing 0.1% hydoroxyquinoline equilibrated with an equal volume of 0.4 M Tris. 
CIAA 
Chloroform:Isoamylalchol=24:1 (v/v) 
 
TE buffer 
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10 mM Tris-HCl (pH 8.0)、1 mM EDTA (pH 8.0) 
 
3) 制限酵素反応【Sambrook et al., 1989】 
制限酵素反応は各社の示す相対活性データを参考に、適当な Reaction bufferを用いて行った。反応は 37°Cで
2～4時間行った。反応の進行はアガロースゲル電気泳動により確認した。 
 
4) DNAの電気泳動【Sambrook et al., 1989】 
DNAの電気泳動は制限酵素反応液などに Stop dye solutionを 1/5容量加えて反応を停止し、0.8～1.2%のアガ
ロースゲルを用いて TAE buffer中で Mupid ® 2 plus（コスモバイオ）を用いて 100Vの定電圧で行った。泳動後
ゲルは 1 µg/mL ethidium bromide溶液中で 15分間染色した後、数回水洗いし、トランスイルミネーターFAS II
（東洋紡績）により DNA バンドを観察した。DNA フラグメントのサイズはλファージ DNA（タカラバイオ）
の HindIII消化物をサイズマーカーとすることにより算出した。 
 
TAE buffer 
40 mM Tris-acetate (pH 8.0)、1 mM EDTA (pH 8.0) 
 
5) DNA断片の精製 
DNA断片はアガロースゲル電気泳動後、ethidium bromide 染色像の観察により断片のある部分のゲルを切り
出し、QIAEXⅡ Gel Extraction Kit（QIAGEN）により精製した。 
 
6) 平滑末端化 
 DNA断片の平滑末端化は DNA Blunting Kit（タカラバイオ）を用いた。反応条件などは添付文書に従った。 
 
7) ライゲーション 
DNA断片の結合は T4 DNA ligase（Roche）を用いた。反応条件などは添付文書に従った。 
 
8) 形質転換 
 大腸菌とサルモネラの形質転換にはそれぞれ(1) CaCl2法、(2) Electroporation法を用いた。 
(1) CaCl2法【Madel and Higa,1970】 
50 mM CaCl2溶液処理により、competent cellを調製した。この competent cell 100 µLに適当量の DNA溶液
を加え、氷上に 30分間放置し、42°Cで 30秒間熱ショックを与え、1 mLの L-broth培地を加えて 30°Cで 1時
間培養した。この菌液を適当な薬剤を含む寒天平板上に塗布し、一晩培養した。 
 (2) Electroporation法【Calvin and Hanawalt, 1988】 
 Electro competent cellは、菌体を 1 mM HEPES pH 7.2で 4回洗浄した後、10% glycerolに懸濁して調製した。
Electro competent cell 50 µLに適当量の DNA溶液を加え、軽く混和後、キュベットに移し、1800 Vの条件で
EasyjecT Prima® (EQUIBIO)を用いて形質導入を行った。菌液を SOC培地 1 mL中で 30°C、1時間培養したあ
とに適当な薬剤を含む寒天培地上に塗布し、一晩培養した。 
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9) オリゴ DNA 
DNAプライマーはシグマ及びオペロンに合成を依頼した。TABLE 3に用いたプライマーを示す。 
TABLE 3. Synthesized oligo DNA used in this study. 
Primer Purpose Sequence 
M422-FITC DNA sequencing F-CCAGGGTTTTCCCAGTCACGCC 
RV22-FITC DNA sequencing F-CACACAGGAAACAGCTATGACC 
16SrRNA-F 16SrRNA probe for Northern blotting GGCCTAACACATGCAAGTCGAAC 
16SrRNA-R 16SrRNA probe for Northern blotting ACAACACCTTCCTCCCCGCT 
flhDC-BamHI-F cloning of flhDC operon GTTAGGATCCGTGGGAATAATGCAT 
flhDC-HindIII-R cloning of flhDC operon GCGTTAAGCTTCGATTGGGGCAAA 
flhApro-HindIII-F cloning of fliA promoter GGCAAAAGCTTACCAGGTACC 
flhApro-BamHI-R cloning of fliA promoter GTGTGGATCCATTACACCTTC 
flhDpro-HindIII-F cloning of flhD promoter GGCCAAGCTTTACTCCTAATG 
flhDpro-BamHI-R colning of flhD promoter AGCGGATCCTTTGTCCTGAAC 
lacI-F conformation of flhD-lacZ fusion TGGTTGCCAACGATCAGATG 
lacZ-R conformation of flhD-lacZ fusion AACCGTGCATCTGGCCAGTTTGA 
grlR-lred-F Lambda red system TTTTAAATAAACTTGTGGCATTCCTGTGTTTTTAATAACTA
ATGGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC 
grlR-lred-R Labda red system ATTATGAAGGATGGCATCTATAGCATTATATTTATTAGCAAT
GAACATATGAATATCCTCCTTAG 
grlA-lred-F Lambda red system ACTCTCCTTTTTCCGCCTCATGATCATTTCGTTCCAGATA
TTAGAGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC 
grlA-lred-R Lambda red system GAATCTAAAAATAAAAATGGCGACTATGTAATTCCTGACT
CAGTACATATGAATATCCTCCTTAG- 
 
10) PCR法 
PCRは TaKaRa PCR Thermal Cycler MP（タカラバイオ）を用いて行った。Exおよび LA Taq polymerase（タ
カラバイオ）と添付の 10×Bufferを用いて、通常 50 µLのスケールで反応を行った。 
 
11) 塩基配列決定法 
RNase Aで処理したプラスミド DNAを鋳型として、Dideoxy chain termination法により行った。適当な蛍光
プライマーを用い、Thermo Sequenase fluorescent labeled primer cycle sequencing kit with 7-deaza-dGTP (GE 
Healthcare) を用いて反応を行った。泳動は 1.2×TBE buffer中で 4.2%尿素ゲルを用いて DNAシークエンサー
DSQ-2000システム（島津製作所）により行った。 
 
4.2% 尿素ゲル 
尿素     21 g 
10×TBE buffer    6 mL 
Long RangerTM 50% Gel Solution(FMC) 4 mL/50 mL 
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10×TBE buffer 
89 mM Tris-borate 
2.5 mM EDTA 
 
12) 塩基配列の解析 
既知の塩基配列の解析は Microbial Genomes Blast Database から入手した。これらの解析には GENETYX 
windows ver.8.0.0を用いた。 
 
13) β-galactosidase assay【Miller, 1972】 
 β-galactosidase assayは Millerの方法に従って行った。 
 各培養条件に従って培養した菌液を氷上で 20分間放置し、一部を採取して OD600を測定した。0.2 mLの菌液
を 0.8 mLの Z bufferと混合し、40 µLのクロロホルムと 20 µLの 0.1% SDS溶液を加えて、ボルテックスによ
り菌体を溶菌させた。28°Cでプレインキュベーションした後、0.8 mgの o-Nitrophenyl-β-D-galactopyranoside 
[ONPG; 0.4 mg/mL in Na-phosphate pH7.0]を加えて、28°Cで反応を行った。OD420が 0.6～0.9になるまで反応
させた後、0.5 mLの 1 M Na2CO3溶液を加えて反応を停止し、OD420と OD550を分光光度計により測定した。
Miller unitは以下の式で算出した。 
 
 Unit=1000*(OD420-1.75*OD550)/t*v*OD600 
 t=反応時間、v=アッセイに使用した菌液の量(mL) 
 
 Z buffer 
 60 mM Na2HPO4 
 40 mM NaH2PO4 
 10 mM KCl 
  1 mM MgSO4 
 50 mM β-mercaptoethanol 
 
14) 電気泳動用分泌及び細菌タンパク質画分の調製 
分泌タンパク質画分を調製する菌体は、適当な培養条件で培養した後、その培養液を 4°C で 2 度遠心分離
（13,000×g、30 min + 20 min）し、菌体を取り除いた後、その上清を回収し、Millex-HV filter（0.45 µm-pore-size; 
Millipore）に通して菌体を完全に取り除いた。上清を必要量分取し、終濃度 10%になるように TCAを加え、20
分間氷上に放置した後、4°Cで遠心分離（13,000×g、20 min）を行い、アセトンで洗浄、再度 4°Cで遠心分離
（13,000×g、15 min）を行い、分泌タンパク質を沈殿物として回収した。沈殿物は適量の sample bufferに懸
濁し、95°Cで 5分間熱処理した後、電気泳動用サンプルとして用いた。細菌タンパク質画分は遠心分離（16,000
×g、10 min）によって回収した菌体を電気泳動用 sample bufferに懸濁し、95°Cで 5分間熱処理した後、4°C
で遠心分離（16,000×g、10 min）を行い、電気泳動用サンプルとして用いた。 
sample buffer 
0.05 M  Tris-HCl、pH 6.8 
2%  SDS 
5%  β-mercaptoethanol 
20%  glycerol 
適宜  BPB 
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15) タンパク質定量法【Bradford,1976】 
Bradfordの方法に従って行った。 
ウシ血清アルブミン FractionVを標準タンパク質として用いた。 
 
16) 細胞表層タンパクの調製 
 適当な培養条件で培養した菌液 40mLから遠心分離（13,000×g、20min）によって集菌し、集めた菌体に PBS 
5 mLを加えてボルテックスで１分間攪拌した後、4°Cで遠心分離（13,000×g、20min）を行い、上清を回収後
Millex-HV filter（0.22 µm-pore-size；Millipore）を用いて菌体を完全に除去した。終濃度 10%になるように TCA
を加え、数分間氷上に放置した後、4°C で遠心分離（13,000×g、20min）を行い、アセトンで洗浄、再度 4°C
で遠心分離（13,000×g、20min）を行い、細胞表層タンパクを回収した。回収した細胞表層タンパクは適量の
Sample bufferに懸濁し、95°Cで 5分間熱処理した後、SDS-PAGE用サンプルとして用いた。 
 
17) MVサンプルの精製 
L-broth 1 Lに一晩振とう培養した菌液を 100倍希釈し、37°Cで一晩振とう培養した。菌液を遠心分離（15,000
×g、30min×2、4°C）し、菌体を沈殿させて取り除いた後、分取した上清に（NH4）2SO4を終濃度 70%となる
ように加え、低温室（4°C）にて 3時間撹拌した後、再び遠心分離（15,000×g、30 min×2、4°C）し、沈殿物
を得た。沈殿物は 10 mM Tris-HCl (pH 8.0)に懸濁し、10 mMTris-HCl (pH 8.0)中で透析を行い（NH4）2SO4を取
り除いた。その後超遠心分離（150,000×g、3hr、4°C）して得た沈殿物を、MV の粗生成物とした。沈殿物は
50 mM HEPES 200 µLに懸濁し、さらに 60% OptiPrep（AXIS-SHIELD）を加え、終濃度 45%の OptiPrep溶液
となるように調製した。その後、10～45% OptiPrep を用いた密度勾配遠心分離を行った。それぞれの分画の
OmpA量を指標に MV分画を選択し回収した。 
 
18) 細胞分画 (MV, OM, periplasm, cytoplasm) 
まず、CS2992及び CS3746の一晩培養した菌液 100 mLから菌体を遠心分離（13,000×g、15 min）によっ
て得た。ペリプラスム画分は Pierce et al.の方法【Pierce et al., 1997】に従って調製した。菌体を 1 mLの buffer 
A [10 mM phosphate buffer, pH 6.8, 1 mM EDTA, 20% (w/v) sucrose]で懸濁し、2 mg/mL lysozymeを加え、30
分間氷上に放置した。その後、遠心分離（13,000×g、5 min）によって、ペリプラスム内容物とスフェロプラス
トを分離した。沈澱は buffer B [10 mM phosphate buffer, pH 6.8, 1mM EDTA]で再懸濁し、適宜氷冷しながら
Branson cell disruptor B15を用いて、超音波破砕を行った。破砕できなかった細胞は遠心分離（13,000×g、5 min）
によって取り除き、上清を超遠心分離（100,000×g、1 hr）によって、細胞質基質（上清）と膜分画（沈澱）に
分離した。沈澱は 2 mLの C buffer[10 mM phosphate buffer, pH 6.8, 0.2mM DTT]で懸濁し、さらに 12% sodium 
N-lauroyl sarcosinateを加え、内膜だけを溶解させた。再び超遠心分離（100,000×g、2 hr）を行い、内膜画分
（上清）と外膜画分（沈澱）に分離した。沈澱として得た外膜画分は 1 mLの buffer D[10 mM phosphate buffer, 
pH 6.8, 0.2 mM DTT, 1 % (w/v) n-octyl-β-D-glucoside]に溶解した。各画分は適宜 sample buffer を加え、
SDS-PAGEによって展開した。 
 
19) 透過型電子顕微鏡による観察 
可視化する方法としてネガティブ染色法を用いた。薄い支持膜を張った銅のグリッドの上にサンプルを滴下し、
サンプルをグリッドに吸着させる。2%の酢酸ウランをサンプルの上に滴下した後、風乾させ、透過型電子顕微
鏡（JEM 2000EX、JEOL）により観察、写真撮影を行った。 
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20) SDS-PAGEによるタンパク質の分離【Laemmli,1970】 
ポリアクリルアミド濃度 12.5%または 15%のゲルを用いて Laemmliの方法に従って行った。 
アクリルアミドゲル（130×150×1 mm）、マリソル垂直型スラブ電気泳動装置（日本エイドー）を使用し、40 mA
の定電流で泳動を行った。分子量マーカー（GE Healthcare または Bio-Rad）を同時に泳動した。染色は CBB
を用い、7%酢酸、25%メタノールで脱色した。 
 
・Separating gel 
適宜 30%アクリルアミド溶液 
0.375 M Tris-HCl、pH 8.8 
0.1% SDS 
0.1% APS 
0.1% TEMED 
・Stacking gel 
4.5% 30%アクリルアミド溶液 
0.125 M Tris-HCl、pH 6.8 
0.1% SDS 
0.6% APS 
0.2% TEMED 
・30% アクリルアミド溶液 
30% アクリルアミド 
1.2% Bis 
・Running buffer 
Tris 3.0 g 
Glycine 14.4 g 
SDS 1.0 g/L pH 8.3 
 
21) イムノブロッティング【Burnette,1981; Towbin et al.,1979】 
方法の項１９）に従い、電気泳動によりゲル上に展開したタンパク質を TRANS-BLOTTM CELL（Bio-Rad）を
用いて Immunobilon-P PVDF膜（Millipore）またはニトロセルロースメンブレン（Bio-Rad）に転写し、膜上の
タンパク質を一次抗体および二次抗体と反応させた後、一次抗体と反応したタンパク質を二次抗体に結合してい
るアルカリフォスファターゼ活性を利用して 0.3 mg/mL NBT及び 0.15 mg/mL BCIPを用いて検出した。 
 
22) N末アミノ酸配列決定 
 目的のタンパクを含むサンプルを電気泳動によりゲルに展開後、Immobilon-PVDF 膜(Millipore)に転写し、CBB
染色を行った後、 50%メタノールで脱色した。目的のタンパクを含むバンドを切り出し、 protein 
sequencer(Shimazu PPSQ-21 Protein Sequencer)により解析した。 
 
23) 質量分析法 
（１）インゲル消化 
サンプルを SDS-PAGEにより泳動し、ゲルから目的のタンパクを含むバンドを切り出した。約 1mm3に細か
く切断し、脱色液 100 µLを加え 40℃で 15分間処理後、上清を除去した。この操作をゲルが脱色されるまで繰
り返した。100%アセトニトリル 100 µLを加え、ボルテックスミキサーにて 5分間振とうした。アセトニトリ
ルを除去後、減圧乾燥を行い、ゲルを完全に乾燥させた。乾燥させたゲル片に、トリプシンを終濃度 0.05 pmol/µL
になるように digestoin bufferに希釈したトリプシン溶液をゲルが浸るまで加えて 37℃で一晩タンパクを分解さ
せた。ゲル片入りのトリプシン溶液に等量の 0.1%TFA/50%アセトニトリルを加え、10分間超音波処理した後、
上清を回収した。さらにゲル片に 0.1%TFA/50%アセトニトリル 50 µLを加え、10分間超音波処理した後、上清
を回収し、この操作を再度繰り返した。続いてゲル片に 0.1%TFA/80%アセトニトリルを加え、超音波処理後、
上清を回収した。回収した上清は減圧遠心濃縮を行い、MS/MS解析用サンプルとした。 
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 トリプシン保存液 
  Trypsin Gold (Promega) (5 pmol/µL) 
 脱色液 
  重炭酸ナトリウム 50 mM 
  メタノール  50% 
 digestion buffer 
  Tris-HCl (pH 8.5) 10 mM 
 
 （２）MS/MS解析 
 MS/MS解析は 4700 MALDI TOF/TOFTM Analyzer (Applied Biosystems)により行った。 
 
24) LC-MS/MS解析 
 サンプルをトリプシン消化後、LC-ESI-MS/MS LCQdecaXP (Thermo Electron)により行った。 
 
25) パルス-チェイス法による半減期算出 
菌株を 0.2%グルコースと 50 µg/mLの 18アミノ酸（メチオニンとシステインを除く）と 0.005 µg/mLのチア
ミン（Vitamine B1）を添加した M9培地を用いて、37℃で OD600=0.5まで培養した。IPTG（終濃度 30 µM）を
用いて 5分間タンパク質産生を誘導した後、菌体を 0.925 MBqの[35S]-メチオニン、システイン（Protein labeling 
mix;>37TBq/mmol; 室町薬品）で 1分間ラベルし、200 µg/mLの非標識メチオニン、システインでチェイスした。
培養液 100 µLに TCA（終濃度 5%）を加えて、氷上で 15分間放置し、遠心分離（14,000×g、3 min、4℃）し
た。沈殿物をアセトンで洗浄し、SDS buffer 30 µLに懸濁し、94℃で 5分間熱処理した。RIPA buffer 1 mLをサ
ンプルに加え、遠心分離（14,000×g、10 min、4℃）後の上清 900 µLに抗 FlhD抗血清を加え、低温室（4℃）
で一晩免疫沈降を行った。さらに Protein A SepH aroseTM (GE Healthcare)を加え、1時間反応させた。RIPA buffer
で２回洗浄後、10 mM Tris-HClで１回洗浄し、Sample buffer 40 µLに溶出し、15.0% SDS-gelで展開した。
SDS-PAGEで分離したタンパク質のバンドの検出と定量は molecular imager FX（Bio-Rad）を用いて行った。 
SDS buffer 
1% SDS 
1 mM EDTA 
50 mM Tris-HCl (pH 8.0) 
RIPA buffer 
1% Triton X-100 
1% Na-DOC 
0.1% SDS 
0.15 M NaCl 
50 mM Tris-HCl (pH 8.0) 
0.1 mM EDTA 
 
 
26) タンパク合成阻害剤添加法による半減期算出 
 菌株を L-brothで 37℃、OD600=0.5まで培養した。IPTGを終濃度 20 µMで添加し、37℃で 1時間 flhDC発現
を誘導した後、テトラサイクリン（終濃度 100 µg/mL）、グルコース（終濃度 2%）を加え、新規タンパクの合
成を停止させた。経時的に一定量のサンプルを採取し、TCA（終濃度 10%）を加えて、氷上で 15 分間放置し
た後、4℃で遠心分離（10,000×g、15 min）を行った。沈殿物をアセトンで洗浄し、電気泳動用 sample buffer
に溶解させた。それぞれのサンプルは 12.5% 又は 15% SDS-PAGEで展開し、イムノブロット法により FlhD、
及び FlhCタンパクを検出した。各サンプルのタンパク量を Quantity One (Bio-Rad)で定量した。 
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27) ゲルろ過クロマトグラフィによる MVの定量 
 一晩培養した菌液から、菌体を遠心分離（13,000×g、30 min）によって取り除いた。その後、上清を 0.45 
µm-pore filter (Millipore)でろ過し、完全に菌体を取り除いた後、超遠心分離（150,000×g、3 hr）を行い、沈殿
物を得た。沈澱は 10 mM Tris-HCl (pH 8.0)で懸濁し、0.22 µm-pore filter (Millipore)を通した後に、SuperoseTM12 
column (GE-Healthcare)で分離した。その際、緩衝液として、10mM Tris, 100 mM NaCl (pH 8.0)を用いた。各フ
ラクションを、抗 OmpA抗体、抗 PagC 抗体、抗 DnaK抗体を用いたイムノブロットによってそれぞれのタン
パクを検出し、膜タンパクが多いフラクションは方法の項１８）に示した電子顕微鏡による観察を行い、MVが
分離されていることを確認した。MVが分離された peakは UNICORN ver5.1 (GE-Healthcare)を用いて積分値を
算出し、MVの定量値とした。 
 
28) His6×PagCの精製 
 His6×PagCタンパクを発現するプラスミドを導入した大腸菌を、37℃で一晩培養後、L-broth 3 Lに 100培希
釈し OD600=0.8～1.2まで培養した。IPTGを終濃度 1 mMとなるように加えた後、さらに 37℃で 3時間培養し
た。培養液を冷却遠心して菌体を回収し、冷やした A buffer 30 mLに懸濁した。Lysozymeを終濃度 1 mg/mL
となるように加え、氷上で 30分放置した後、菌体をソニケーターで超音波破砕した。遠心分離(13,000×g、4℃、
30 min)後、沈殿物に 1% tritonX-100を 80 mL加え懸濁しさらに遠心分離(13,000×g、4℃、20 min)を行って上
清を除去する操作を 2回繰り返した。沈殿物が溶解するまで B bufferを加え Ni-NTAに注入した。室温で 60分
間反応後 20～250 mMのイミダゾールで段階的に溶出した。溶出液に含まれるタンパクの量は Bradford法によ
り定量した。 
 His6×PagCタンパクを含むフラクションを C bufferで透析(o/n→3 hr、4℃)し、イミダゾールを除去して抗体
作成用の精製タンパクとした。 
 A buffer (pH 8.0) 
  50 mM NaH2PO4 
  300 mM NaCl 
  10 mM imidazole 
 B buffer (pH 8.0) 
  100 mM NaH2PO4 
  10 mM Tris 
  8 M Urea 
 C buffer 
  10 mM sodium phosphate buffer (pH 7.4) 
  8 M Urea 
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